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1 Einleitung 
1.1 Das Pankreaskarzinom 
 
Das Pankreaskarzinom gehört zu den aggressivsten aller malignen Tumorenentitäten 
des Menschen und stellt unter diesen aktuell die vierthäufigste Todesursache dar 
(Stathis et al. 2010). Nach dem Kolon- und Magenkarzinom ist es der dritthäufigste 
Tumor im Gastrointestinaltrakt. In den meisten Fällen handelt es sich um 
Adenokarzinome, die vorwiegend im Pankreaskopfbereich lokalisiert sind (70% d.F.) 
und aus dem Epithel der kleinen Pankreasgänge hervorgehen (90% d.F.) Seltener findet 
man Karzinome, die vom Azinusepithel ausgehen (Ammerpohl et al. 2007, Mihaljevic 
et al. 2010).  
 
Epidemiologie 
Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms ist seit Jahren stetig ansteigend (Vincent et al 
2011.). In Deutschland erkranken jährlich mehr als 7.390 Männer und 7.570 Frauen. Es 
stellt damit bei Männern mit 3,0 % die neunthäufigste und bei Frauen mit 3,4 % die 
siebthäufigste Tumorentität dar, liegt aufgrund der schlechten Prognose jedoch mit 6,3 
% bei Männern und 7,5 % bei Frauen sogar auf Rang 4 der häufigsten 
Krebstodesursachen bei beiden Geschlechtern. Männer sind durchschnittlich im Alter 
von 70 Jahren, Frauen erst im Alter von 76 Jahren betroffen (Siegel et al, 2014).  
 
Ätiologie und Risikofaktoren 
Einer der wichtigsten Risikofaktor für die Entstehung des Pankreaskarzinoms ist der 
Zigarettenrauch: Raucher haben im Vergleich zu Nichtrauchern ein 2,5- bis 3,6-fach 
erhöhtes Risiko zu erkranken. Daneben scheinen auch hohes Alter, männliches 
Geschlecht, eine familiäre Belastung, Diabetes mellitus, eine Cholezystolithiasis und 
das Vorliegen einer chronische Pankreatitis mit einem erhöhten Risiko einherzugehen. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass chronischer Alkoholkonsum ebenfalls die 
Entstehung des Pankreaskarzinoms begünstigt (Li et al. 2004). 
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Symptomatik 
Charakteristisch für das Pankreaskarzinom ist das Fehlen von spezifischen 
Frühsymptomen, was vor allem in den anatomischen Begebenheiten begründet liegt: In 
der Regio epigastrica gelegen hat das Pankreas kaum direkte Kontakte zu anderen 
Organen des Oberbauchs (Abb.1). Aufgrund dessen kann das Karzinom anfänglich 
unentdeckt wachsen und sich ungehindert im Gewebe ausbreiten. Dies führt schließlich 
zum Auftreten von unspezifischen Beschwerden, die anfänglich jenen einer akuten oder 
chronischen Pankreatitis ähneln können: Appetitverlust, Oberbauchschmerzen, Übelkeit 
und ungewollter Gewichtsverlust. Auch ein im Zuge des Tumorwachstums und der 
dadurch hervorgerufenen Gewebedestruktion auftretender Anstieg der 
Pankreatitismarker (Lipase, Amylase) kann eine Pankreatitis imitieren und den klinisch 
tätigen Arzt von der vorliegenden Tumorgrunderkrankung ablenken. Lang anhaltende, 
therapieresistente Rückenschmerzen sollten vor allem beim Vorliegen von 
Risikofaktoren immer differentialdiagnostisch an ein Pankreaskarzinom denken lassen. 
Ein typisches, jedoch nur selten vorkommendes (< 25% d.F.) Frühsymptom kann auch 
ein schmerzloser Ikterus sein, welcher entsteht, wenn die Gallengänge (Ductus 
choledochus) durch die stetig wachsende Tumormasse komprimiert und verschlossen 
werden. Dies bezeichnet man in Kombination mit einer „prall elastisch“ tastbaren 
Gallenblase als sog. Courvoisier-Zeichen. Seltener kann es auch zu rezidivierenden 
Thrombosen (Thrombophlebitis migrans) oder zum Neuauftreten eines Diabetes 
mellitus kommen (Alexiou et al. 2014, Thayalasekaran et al. 2009, De Souza et al. 
2014). 
 
 
Abb. 1. Anatomische Lage des Pankreas: Das Pankreas liegt in Höhe des 1. bis 3. Lendenwirbelkörpers 
querverlaufend im Oberbauch. Das Caput pancreatis reicht bis an das Duodenum heran, die Cauda 
pancreatis kann sich bis zur Milz erstrecken. 
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Diagnostik 
Das Pankreaskarzinom wird meist nur zufällig bei der Abklärung unklarer Beschwerden 
entdeckt. Wird der Verdacht auf das Vorhandensein eines solchen Karzinoms gestellt, 
so werden weitere diagnostische Schritte eingeleitet, um die Verdachtsdiagnose zu 
bestätigen. Hierzu zählen eine ausführliche Anamnese und eine körperliche 
Untersuchung, Laboruntersuchungen, (Endo-) Sonographie und die Durchführung 
verschiedener MRT- / CT- Verfahren. Als Goldstandard hat sich die Endosonographie 
und das „one stop-shop“ MRT herausgestellt, sie bieten eine Trefferquote von über 
90%. Mit der Endosonographie ist es sogar möglich Tumore mit einer Größe ab 0,5 cm 
zu detektieren. Falls sich die Verdachtsdiagnose bestätigt, wird das „Staging“ 
durchgeführt, um die Größe und genaue Lokalisation des Tumorgewebes, sowie dessen 
Ausbreitung in andere Gewebe festzustellen.  Das Karzinom wird beruhend auf den 
erhobenen Informationen anhand des TNM-Systems eingeteilt. Hierzu stehen weitere 
Untersuchungsverfahren zur Verfügung, wie die ERCP, PET-CT, Röntgen-
Untersuchungen, Szintigraphie und die Bestimmung verschiedener Tumormarker (z.B. 
CA-19-9) zur Beurteilung des weiteren Verlaufs zur Verfügung. Die Notwendigkeit 
einer histologischen Sicherung sollte genau abgewogen werden: Durch die hierfür 
notwendige Feinnadelbiopsie besteht die Gefahr der Metastasierung in den Stichkanal. 
Bei potentiell kurativ resektablen Karzinomen sollte hiervon abgesehen werden und 
stattdessen direkt eine explorative Laparotomie durchgeführt werden (Morgan et al. 
2010) . 
 
Therapie 
Die Operation und komplette Entfernung der Tumormasse stellt heutzutage die einzig 
verfügbare kurative Therapiemaßnahme dar. Aufgrund der fehlenden Frühsymptomatik 
und der schnellen Infiltration in umliegende Gewebe befindet sich ein Großteil der 
betroffenen Patienten bei Diagnosestellung jedoch schon in einem fortgeschrittenen 
Stadium, in dem ein solcher kurativer Therapieansatz nicht mehr möglich ist (Herreros-
Villanueva et al. 2012). Trotz adäquater, leitliniengerechter Therapie beträgt die mittlere 
Überlebenszeit in diesen Fällen in der Regel weniger als 6 Monate (Ying et al. 2012). 
Die chemotherapeutische Intervention mit dem Pyrimidinanalogon Gemcitabine ist bei 
fortgeschrittenen, inoperablen Fällen auch heutzutage (noch) das Mittel der ersten Wahl 
als palliativer Therapieansatz (Burris et al. 1997, Warsame 2012).  
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Prognose 
Obwohl sowohl die Karzinogenese des Pankreaskarzinoms, als auch die Mechanismen 
dessen Metastasierung immer besser verstanden werden, hat sich die Überlebenszeit 
beim duktalen Pankreaskarzinom (PDAC) im Gegensatz zu anderen Karzinomen (z.B. 
Mamma-, Bronchial-, Colorektalkarzinomen) in den letzten Jahren nicht wesentlich 
verändert (Winter et al. 2012). Die Erkrankung geht weiterhin mit einer äußerst 
schlechten Prognose einher: Weniger als 5% der betroffenen Patienten leben nach 
Diagnosestellung noch länger als 5 Jahre. (Hidalgo et al. 2010). Dies hängt vor allem 
mit einer schwierigen und nach wie vor sehr schlechten Diagnostizierbarkeit zusammen: 
Nur 10-15 % der Patienten sind bei Diagnosestellung noch operabel und haben die 
Chance auf eine kurative Therapie (Neoptolemos et al. 2011).  
 
1.1.1 Metastasierung 
 
Nicht nur beim Pankreaskarzinom, sondern bei den meisten invasiven 
Tumorerkrankungen spielt die Metastasierung des Primärtumors für dessen weitere 
Prognose eine wichtige Rolle. 90% der Todesfälle durch maligne Tumorerkrankungen 
resultieren aus deren Metastasierung in andere Gewebe (Nguyen et al. 2007). Man 
unterscheidet generell eine lymphogene von der hämatogenen Metastasierung. Das 
Pankreaskarzinom weist eine hohe Metastasierungstendenz auf: Schon sehr früh finden 
sich erste Metastasen in den regionalen Lymphknoten, bald darauf kommt es auch zu 
ersten Absiedlungen in fernen Geweben, vorwiegend in der Leber oder der Lunge. Die 
Mechanismen, welche zur Metastasierung eines soliden Tumors führen, sind bis dato 
nur schlecht verstanden (Hanahan et al. 2012). Heutzutage geht man davon aus, dass 
die erfolgreiche (Fern-)Metastasierung eine komplexe Abfolge verschiedener Prozesse 
ist, die nacheinander durchlaufen werden müssen (Ngyuen et al. 2009).  
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Abb.2. Mechanismus der Metastasierung: Entstehung maligner Zellen (A) und lokale Vermehrung (B). 
Einwachsen des Primärtumors in ein Blutgefäß und Ausschwemmung von Tumorzellen in den 
Blutkreislauf (C). Während des Transportes im Gefäßsystem kommt es bei einem Teil der 
ausgeschwemmten Zellen zum Untergang (D). Ansiedlung von Tumorzellen in einem anderen Gewebe 
nach Austritt aus Blutgefäßsystem (E). Weitere Teilung und Vermehrung in diesem Gewebe als Metastase 
(F). 
 
 
Weiterführende Forschungen sind hier unbedingt notwendig, um die zugrundeliegenden 
Mechanismen besser zu verstehen und vielleicht sogar Möglichkeiten therapeutischer 
Interventionen aufzudecken und  nutzen zu können. Das duktale Adenokarzinom des 
Pankreas erweist sich hierbei als ein lohnendes Forschungsobjekt. Es wird in seiner 
Genetik und Molekularbiologie bereits besser verstanden, als wir dies über andere 
Tumorentitäten sagen können (Maitra et al. 2008). Morphologische und genetische 
Untersuchungen legen nahe, dass das Pankreaskarzinom aus definierten 
Vorläuferläsionen (sog. "pancreatic intraepithelial neoplasias", kurz "PanINs") entsteht, 
deren Molekularbiologie bereits gut untersucht wurde (Matthaei et al. 2011). 
Weitergehend ist die Metastasierung beim Pankreaskarzinoms im Vergleich zu vielen 
anderen Tumorentitäten ein sehr häufig beschriebenes Phänomen: Etwa 90% der 
Patienten entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung Metastasen (Yachida et al. 2010). 
Zuletzt haben viele Patienten mit metastasierten Pankreaskarzinom aufgrund der späten 
Diagnosestellung und der daraus resultierenden Inoperabilität zum Zeitpunkt ihrer 
Todes noch den Ursprungstumor, wodurch die Metastasen post mortem noch mit dem 
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Primärtumor in Bezug auf genetische oder molekularbiologische Veränderungen 
verglichen werden können (Sohn et al. 2000). 
 
Derzeit geht man davon aus, dass Metastasen auf dem Boden multipler genetischer, 
epigenetischer und post-translationaler Ereignisse entstehen (Talmadge et al. 2010). 
Diese Mechanismen beinhalten unter anderem einen epithelialen-mesenchymalen 
Übergang, die Formation prometastatischer Nischen durch die Mikroumgebung, eine 
Immunsuppression und die Überexpression bestimmter micro-RNAs, welche 
onkogenetische Signalwege aktivieren. (Mani et al 2008, Ma  et al. 2010, Oskarsson et 
al. 2011, Calon et al 2012, Semenza et al. 2013, Rabinovich et al. 2007).  
 
1.1.2 Genetik und Molekularbiologie 
 
Das Pankreaskarzinom entwickelt sich wahrscheinlich über verschiedene 
Vorläuferstufen, den sogenannten pancreatic intraepithelial neoplasias [PanINs]. 
(Hruban et al. 2001). Je nach PanIN-Stadium kann man unterschiedliche genetische 
Veränderungen in den Tumoren nachweisen. In >99% der Zellen des Stadiums PanIN-1 
findet man beispielsweise eine aktivierende Mutation im Gen KRAS. In PanIN-2 findet 
man häufig eine inaktivierende Mutation von CDKN2A, in PanIN-3 dann häufig 
inaktivierende Mutationen von p53 und SMAD4. Durch diese (und viele andere) 
Mutationen entsteht über die Vorläuferstufen schließlich ein invasives Karzinom, 
welches über weitere Mutationen zur Ausbildung von Metastasen befähigt werden kann. 
Die Mechanismen, die diese Metastasierung begünstigen oder auslösen, sind heute noch 
weitestgehend unbekannt (Hbruan et al. 2000), es existieren jedoch einige Theorien und 
auch einige vielversprechende Ansatzpunkte. 
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Abb.3. Karzinogenese des Pankreaskarzinoms. PanIN-1 = Low-grade dysplasia, PanIN-2 = Moderate 
dysplasia, PanIN-3 = High-grade dysplasia. Je nach Stadium kann man unterschiedliche genetische 
Veränderungen nachweisen. Häufigste Mutationen: K-ras, Her2/neu in PanIN-1, p16, CDKN2a in 
PanIN-2, p53, DRC4, BRCA2, SMAD4 in PanIN-3.  
 
 
Die verschiedenen Mutationen haben unterschiedliche Effekte auf das Tumorwachstum 
oder dessen Metastasierungsfähigkeiten. So wurde beschrieben, dass eine Gen-
Inaktivierung von SMAD4 mit einer verkürzten Überlebenszeit (Blackford et al. 2009) 
oder auch mit dem Auftreten von multiplen Metastasen korreliert (Iacobuzio-Donahue 
et al. 2009). Dies basiert wahrscheinlich auf einem Verlust der Inhibition des 
Zellwachstums durch den Verlust der SMAD4-Proteinexpression (Dai et al. 1998). 
Weitergehend ist bekannt, dass SMAD4 und p53 Mutationen häufig gemeinsam 
auftreten und zu einem deutlich erhöhten Metastasierungsrisiko führen (Yachida et al. 
2012). 
 
Die Vielzahl an Mutationen, die während der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms 
auftreten, bedingt eine Vielzahl unterschiedlicher Zellklone, die im Primärtumor 
entstehen. In dem Primärtumor entsteht somit im Verlauf eine Mixtur genetisch 
verschiedener Zelltypen, die untereinander ein unterschiedliches Potential für 
Zellwachstum und Metastasierung aufweisen (Yachida et al. 2009).  
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1.2 Monozyten und Makrophagen  
 
Die Monozyten zählen zu den Leukozyten und sind Vertreter des angeborenen 
Immunsystems. Sie entwickeln sich aus myeloiden Vorläuferzellen (siehe Abb.4) und 
zirkulieren nach dem Verlassen des Knochenmarks wenige Tage lang im Blut, bis sie 
auch die Blutbahn wieder verlassen und sich im Gewebe ansiedeln. Dort differenzieren 
sie sich zu verschiedenen Subtypen von Makrophagen weiter. Bei dieser 
Differenzierung erlangen die Makrophagen neue Rezeptoren und somit auch neue 
Funktionen (Ziegler-Heitbrock et al. 2010) 
 
 
Abb.4. Myeolopoese: Stammbaum der Makrophagenentwicklung in deutlich vereinfachter Darstellung 
(Adaptiert nach Kenneth Murphy: Janeway’s Immunobiology) 
 
 
Der schon bei Monozyten exprimierte CD14 Rezeptor stellt auch einen 
Oberflächenrezeptor der Makrophagen dar und ist ein wichtiger Co-Rezeptor bei der 
Erkennung von bakteriellen Infektionen. Er erkennt einen Bestandteil der Zellwand 
gram-negativer Bakterien, das sog. Lipopolysaccharid (LPS). Durch die Bindung von 
LPS an den Rezeptor entsteht ein Komplex, der eine intrazelluläre Signalkaskade 
aktiviert, die zur Expression verschiedener Gene führt und damit eine Aktivierung und 
Stimulierung der Immunantwort bewirkt. 
 
Neben der wohl bekanntesten Funktion als Phagozyten und Antigen-präsentierenden 
Zellen sind Makrophagen noch bei vielen weiteren, wichtigen Mechanismen im 
menschlichen Organismus vertreten, wie zum Beispiel bei der Aufrechterhaltung der 
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Homöostase und bei der Reparatur von Gewebsschäden. Man geht heute davon aus, 
dass sie zu den phylogenetisch ältesten Vertretern des angeborenen Immunsystems 
gehören (Hoffmann et al. 1999). 
 
1.3 Zytokine 
 
Das Zytokinsystem zählt zu den Kommunikationssystemen des Körpers und ist vor 
allem für eine lokalisierte Wirkung, z.B. bei Entzündungsreaktion zuständig. Zytokine 
sind Polypeptide mit kurzer Halbwertszeit und hoher Bindungsspezifität. Man 
unterscheidet verschiedene Klassen: Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, TGF), Interleukine 
(z.B. IL-1, -4, -6), Interferone (z.B. IFNa, IFNg) und Chemokine (z.B. MIP, IL-8). Sie 
werden von verschiedenen Zellen produziert und erfüllen unterschiedliche Funktionen. 
 
Aktivierte Makrophagen, die den Erstkontakt mit einem Pathogen hergestellt haben, 
sind in erster Linie dafür zuständig, dass eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird, um 
so eine effektive Immunabwehrreaktion aufzubauen. Dafür sind neben Phagozyten auch 
andere Immunzellen und systemische Effekte notwendig. Signalgeber sind hier 
Zytokine, die von den Makrophagen produziert werden. Dazu zählen u.a. IL-1ß, TNFa, 
IL-6, CXCL8, und IL-12. Mithilfe dieser Zytokine werden sowohl lokale Effekte 
(Endothel-Aktivierung, Lymphozyten-Aktivierung, NK-Aktivierung, etc.) als auch 
systemische Effekte ausgelöst, wie Fieber oder die Produktion von Akute Phase 
Proteinen (Luster et al. 2002). 
 
Zytokine sind jedoch nicht nur Mediatoren im Entzündungsgeschehen. Vielmehr sind es 
Botenstoffe, die an allen Stellen des menschlichen Körpers von einer Vielzahl von 
Zellen sezerniert werden können, um eine interzelluläre Kommunikation über ein weites 
Spektrum von Aufgaben zu ermöglichen – auch in der Umgebung von Tumorzellen: 
Über Expression verschiedener Zytokine kann ein Karzinom andere Zellen beeinflussen 
und sich so ein habitables Mileu schaffen, welches die Progression und Metastasierung 
des Karzinoms begünstigt und beschleunigt (Pollard et al. 2004).  
 
Es folgt eine Auswahl an Zytokinen, die eine nachgewiesene Wirkung auf 
Makrophagen haben und in den Experimenten dieser Arbeit verwendet wurden. 
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Zytokin Aufbau Ursprung Funktion auf Makrophagen 
IL 4 Monomer aus 129 AS T-Zellen, Mastzellen Inhibition der Aktivierung 
IL 10 Heterodimer aus 160 AS Monozyten, TH2, TH1 Inhibition der Zytokinfreisetzung 
IL 13 Monomer aus 132 AS T-Zellen Inhibition der Aktivierung 
TGFß Homo- / Heterotrimere aus 
112 AS 
Chondrozyten, 
Monozyten, T-Zellen 
(Treg) 
Inhibition der Aktivierung 
IFNg Homodimer aus 143 AS TH1 und TH2, Natürliche 
Killerzellen 
Aktivierung, Induktion der MHC-
Expression 
TNFa Trimer aus 157 AS TH1 und TH2, 
Makrophagen, 
Dendritische Zellen 
Aktivierung und Induktion der NO-
Produktion 
 
Tab 1. Zytokine mit Makrophagenwirkung, die in dieser Arbeit verwendet wurden. IL = Interleukin, AS = 
Aminosäure, TGFß = Tumorgrowthfactor ß, IFNg = Interferon g, TNFa = Tumornekrosefactor a. 
 
 
Tumornekrosefaktor Alpha (TNFα) 
TNFa ist ein multifunktionaler Botenstoff und wird u.a. an Entzündungsstellen von 
stimulierten Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert. Er wirkt dort auf das 
vaskuläre Endothel, infolgedessen es dann zur Expression von Cell-
Adhäsionsmolekülen kommt. Dies führt im Zusammenspiel mit anderen 
Oberflächenmolekülen (z.B. ICAM-1) zur effektiveren Migration von Leukozyten 
durch das Endothel in das Gewebe hinein. Weitergehend kommt es durch die TNFa 
Wirkung zu Veränderungen in den Zell-Zell-Verbindungen, die zur Vasodilatation 
führen und so ebenfalls die Migration verbessern. Außerdem ist TNFa ein wichtiges 
Zytokin, welches über Stimulation der Koagulation verhindert, dass sich Pathogene 
über den Blutkreislauf im Organismus verbreiten können und so andere Organe befallen 
können. Durch die Ausschüttung von TNFa werden Makrophagen im Tumorgewebe 
stimuliert und zur Phagozytose angeregt. Zusätzlich kommt über die Aktivierung 
verschiedener Transkriptionsfaktoren und Gene zur Apoptose von Tumorzellen. TNFa 
stellt somit einen wichtigen Bestandteil in der Bekämpfung von Karzinomen dar 
(Pfeffer et al. 2003). 
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Interleukin 4 / Interleukin 13 
Die Zytokine IL-4 und IL-13 werden vor allem aus TH2-Helferzellen sezerniert und 
üben vergleichbare Funktionen aus, da sie auf die gleichen Rezeptoren wirken (Gordon 
et al. 2003). Aufgrund dessen werden sie im Folgenden gemeinsam besprochen. Ihre 
Hauptaufgabe entfalten sie in der T-Zell-Differenzierung und –Proliferation und spielen 
somit eine zentrale Rolle in der T-Zell-vermittelten Immunreaktion. Weitergehend 
führen sie über eine hemmende Wirkung auf Makrophagen zu antiinflammatorischen 
Prozessen, sowohl an Entzündungsstellen als auch im Tumorgewebe. (Zdanov et al. 
2008) 
 
Interleukin 10 
Interleukin-10 hat einen inhibierenden Effekt auf T-Zellen, Monozyten und 
Makrophagen, indem es die Zytokin-Produktion in diesen Zellarten unterbindet (Moore 
et al. 2001). Über diesen immunsuprimierenden Effekt scheint es einen Einfluss auf die 
Entstehung von Tumoren zu haben (Eskdale et al. 1997). Makrophagen im 
Tumorgewebe werden durch den Einfluss von  IL-10 in eine Art deaktivierten Zustand 
versetzt (Mantovani et al. 2004) und können so nicht mehr die Bekämpfung des 
Tumorgewebes unterstützen. 
 
Transforming growth factor β 
TGF-ß erfüllt verschiedene Funktionen in der Regulation der Proliferation und 
Differenzierung von unterschiedlichen Immunzellen und spielt somit ebenfalls eine 
wichtige Rolle in der Immunreaktion. Fehlfunktionen oder Dysregulationen im TGF-ß 
Haushalt finden sich bei unterschiedlichen Krankheitsbildern, wie beim Asthma 
bronchiale, Diabetes mellitus, Marfan Syndrom, Morbus Parkinson, AIDS, 
Herzerkrankungen - und auch in der Onkogenese. Physiologischerweise führt TGF-ß in 
epithelialen Empfängerzellen zu einem Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus und somit 
zu einer Unterbrechung der Zellproliferation. In Tumorzellen kann es durch Mutationen 
dazu kommen, dass diese Regulation über TGF-ß gestört ist. Infolgedessen kommt es zu 
einem unkontrollierten Zellwachstum, auf welches die umliegenden Zellen mit einer 
Induktion der TGF-ß-Synthese reagieren. Die erhöhten TGF-ß-Spiegel im 
Tumorgewebe haben keinen Effekt mehr auf die proliferierenden Tumorzellen, führen 
jedoch über obige Mechanismen zu einer Proliferationshemmung der umliegenden 
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Zellen und somit auch zu einer Immunsuppression, was wiederum das Tumorwachstum 
beschleunigt (Elliott et al. 2005). 
 
Interferon γ 
Die Zytokine der Interferon-Familie werden u.a. als Reaktion auf eine virale Infektion 
von Körperzellen synthetisiert und sezerniert. Sie beeinflussen die virale Replikation 
und wirken so einer Ausbreitung der Infektion entgegen. Zu ihnen zählen IFN-α, IFN-β 
und IFN-γ, wobei letzteres keinen unmittelbaren Einfluss auf eine virale Infektion hat, 
sondern erst im weiteren Verlauf der Infektion produziert wird. Es erfüllt wichtige 
übergeordnete Funktionen in der Immunreaktion gegen intrazelluläre Pathogene: So 
benötigen Makrophagen für ihre Aktivierung etwa eine Stimulation durch IFN-γ, 
welches v.a. durch T-Zellen sezerniert wird. Erkennt eine CD8-zytotoxische T-Zelle 
eine durch ein intrazelluläres Pathogen infizierte Körperzelle, so kommt es zu einer 
Freisetzung von IFN-γ, welches nun wiederum eine Makrophagenaktivierung auslöst 
und eine lokale Immunreaktion bahnt, um die Ausbreitung des Pathogens zu 
unterbinden. Eine deutliche Steigerung der IFN-γ Wirkung wird durch das gleichzeitige 
Vorhandensein von bakteriellem LPS (Lipopolysaccharid) erzielt, um bei bakteriellen 
Infektionen eine schnelle und effektive Entzündungsreaktion auszulösen. (Pietras et al. 
2006, Schroder et al. 2004).  
 
 
1.4 TAMs und deren Wirkung 
 
Typisch für das PDA ist ein massiver Stromaanteil: Bis zu 80% der Tumormasse kann 
Stromagewebe darstellen (Erkan et al. 2012). Dieser Stromaanteil ist sehr heterogen 
und besteht zum Großteil aus Immunzellen, Sternzellen, Gefäßzellen, Fibroblasten, 
Myofibroblasten und extrazellulären Matrixkomponenten. Alle diese Komponenten 
wurden bereits als Promotoren der Karzinogenese beschrieben (Erkan et al. 2012, Olive 
et al. 2009, Erez et al. 2010, Beatty et al. 2011). 
 
Über chemotaktische Faktoren „locken“ Tumorzellen diese Zellen an. Unter ihnen sind 
auch Monozyten, die sich in der Tumorumgebung zu Makrophagen differenzieren. 
Diese als „tumorassozierte Makrophagen“ bezeichneten Immunzellen erfüllen 
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verschiedene Funktionen, die das Tumorwachstum auf der einen Seite hemmen, es auf 
der anderen Seite jedoch auch beschleunigen können (siehe Abb.5) - und sogar eine 
Metastasierung begünstigen können (Pollard et al. 2004). Zu welchem Subtyp sich die 
Monozyten polarisieren und welche Aufgaben sie im Folgenden erfüllen, hängt von der 
Zytokinexpression im Tumorumfeld ab (Sica et al. 2012). Man unterscheidet dabei 
Makrophagen vom Typ M1, die eine vorwiegend zytotoxische Wirkung ausüben und 
das Tumorwachstum hemmen, vom Typ M2, die das Tumorwachstum und eine 
Metastasierung begünstigen können. 
 
M1-Makrophagen differenzieren sich unter anderem durch den Einfluss von IFN-γ / 
LPS und TNF-α, während IL-4 / IL-13 und IL-10 eine M2-Differenzierung begünstigen. 
Die M2-Gruppe lässt sich noch einmal in verschiedene Subtypen einteilen (Mantovani 
et al. 2004), wobei man zwischen M2a, M2b und M2c unterscheidet. Diese Subtypen 
unterscheiden sich zwar im Hinblick auf die Expression verschiedener Genprodukte, 
ihnen allen ist jedoch gemein, dass sie wahrscheinlich die Tumorprogression 
begünstigen (Mantovani et al. 2010), weshalb diese Unterteilung im Folgenden nicht 
berücksichtigt wird. 
 
 
Abb. 5. Wirkung von Makrophagen auf das Tumorwachstum je nach Polarisation 
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Der Phänotyp der TAMs verändert sich je nach Tumorstadium. M1-Makrophagen sind 
vor allem in der chronischen Entzündungsphase vertreten, in der ein Tumor entsteht 
(Greten et al. 2004, Karin et al. 2005). Im Verlauf der Karzinogenese verschiebt sich 
die Polarisation in Richtung M2-Phänotyp, was nun mit einer lokalen 
Tumorausbreitung, Vaskularisierung und weiteren Differenzierung des Tumorgewebes 
einhergeht (Lin et al. 2006, Qian et al. 2009, Ruffel et al. 2012). Eine hohe Belastung 
des Tumorgewebes mit M2-polarisierten Makrophagen korreliert dabei mit einer 
größeren Tumormasse, einer frühen Metastasierung in die Leber, lokaler Rekurrenz und 
verkürzter Überlebenszeit (Yoshikawa et al. 2012). Außerdem wird die Wirkung von 
TAMs auf Tumorstammzellen zunehmend diskutiert und untersucht (Jinushi et al. 
2011). 
 
Im Folgenden wird der wachstumsbegünstigende Einfluss von M2-polarisierten 
Makrophagen auf Tumorzellen genauer beschrieben (siehe Abb.6). 
 
 
 
Abb. 6. Wirkungen von TAMs auf Körperzellen im Überblick 
 
 
TAMs und Immunsuppression 
M2-polarisierte Makrophagen exprimieren verschiedene Gene, deren Genprodukte eine 
immunsupprimierende Wirkung aufweisen. Hierzu zählen z.B. Arginase I, IL-10 und 
TGF-ß  (Biswas et al. 2010). Außerdem kommt es zu einer Reduktion von 
antigenpräsentierenden Rezeptoren auf den M2-Zellen, wie MHCII und CD11c 
(Mantonvai et al. 2010, Squadrito et al. 2012). Es ist bekannt, dass dieser 
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immunsupprimierender Effekt von TAMs auch im Pankreaskarzinom eine wichtige 
Rollen spielt: Mittels Applikation von CCR2- und CSF1R-Inhibitoren in Kombination 
mit Gemcitabine erzielte man eine Suppression und Reduktion von TAMs und einen 
prozentualen Anstieg von CD8+ T-Zellen im Tumorstroma von Pankreaskarzinomen. 
Dies ging im Vergleich zu einer Einzeltherapie mit Gemcitabine mit einer deutlichen 
Hemmung des Tumorwachstums einher (Mitchem et al. 2013). Dies ist ein gutes 
Beispiel dafür, dass TAMs ein attraktives Ziel für die Entwicklung neuer 
Interventionsmöglichkeiten darstellen könnten. 
 
TAMs und Angiogenese 
In differenzierten Geweben findet im Regelfall keine Angiogenese mehr statt, es gibt 
jedoch zwei Ausnahmen: Zum einen die zyklusabhängige Angiogenese in der 
Schleimhaut des weiblichen Reproduktionstraktes, zum anderen die Ausbildung von 
neuen Gefäßen in Tumorgeweben. Es ist bekannt, dass TAMs im Tumorgewebe pro-
angiogenetische Faktoren ausschütten können, wie z.B. EGF (Lewis et al. 2000, 
Sunderkotter et al. 1994). Hierüber wird eine Kaskade aktiviert, die zur Ausbildung 
neuer Blutgefäße führt, welche das aufgrund des unkontrollierten Wachstums 
zunehmend schlechter perfundierte Tumorgewebe mit Nährstoffen versorgen. 
Die Rolle der Angiogenese in PDAC ist bisher noch weitgehend ungeklärt, scheint 
jedoch weniger bedeutend zu sein als in anderen Tumor-Entitäten (Olson et al. 2011), 
trotzdem konnten gezeigt werden, dass man durch die Inhibition der 
Makrophagenmigration in das PDAC eine Reduktion der Angiogenese mit daraus 
resultierender Wachstumshemmung erzielen kann (Schmid et al. 2011). Weiterführende 
Forschung muss zeigen, ob auch hier neue Therapieansätze greifen könnten. 
 
TAMs und Metastasierung 
Fernmetastasen sind die führende Todesursache im Rahmen einer Karzinomerkrankung. 
Das PDAC metastasiert seinerseits vor allem in die Leber, das Peritoneum, die Lunge 
und in die Knochen (Vincent et al. 2011). Auch hier scheinen TAMs unterstützend 
einzugreifen: Über die Expression verschiedener Faktoren, wie z.B. Proteasen oder 
Cathepsinen kommt es zu Umbauprozessen in der extrazellulären Matrix und zur 
Auflösung von Zell-Zell-Verbindungen, wodurch eine Loslösung von Tumorzellen aus 
dem Zellverband erleichtert wird oder überhaupt erst möglich gemacht werden kann 
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(Joyce et al. 2009). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass PDAC-Zellen und TAMs 
MIP-3a (macrophage inflammatory protein-3 alpha) sezernieren. Dieses induziert über 
Bindung an den Rezeptor CCR6 die Expression von MMP9, was zu einer signifikanten 
Progression der Tumorzell-Invasion in Gewebe vom Kollagen Typ IV führt (Campbell 
et al. 2005). 
Ähnliche Wirkungen von TAMs auf Metastasenbildung wurden auch im Maus-Modell 
beobachtet (Mitchem et al. 2013). Vor allem M2-Makrophagen werden verdächtig, eine 
erhöhte Metastasierungstendenz zu begünstigen (Tugues et al. 2012). Neben der 
hämatogenen Metastasierung über Förderung der Angiogenese können Makrophagen 
auch die Lymph-Angiogenese fördern und so eine lymphogene Metastasierung 
begünstigen. Dies geschieht u.a. über die Sekretion von VEGF-C (Schoppmann et al. 
2006). Eine erhöhte Anzahl an M2-Makrophagen im Primärtumor korreliert dabei 
aufgrund einer beschleunigten lymphogenen Metastasierung mit einer schlechteren 
Prognose (Kurahara et al. 2013). Interessant ist, dass dabei keine Korrelation mit der 
absoluten Anzahl an Makrophagen bestand, sondern nur mit deren prozentualer 
Polarisation in die Subtypen M1 oder M2.  
 
TAMs und Tumorstammzellen 
In jüngster Vergangenheit wendet sich der Blick zunehmend auf die Wechselwirkung 
von TAMs und Tumor-Stammzellen (CSC: cancer stem cells). Dies sind Zellen 
innerhalb des Tumorgewebes, die sich durch eine hohe Proliferationsfähigkeit 
auszeichnen und dadurch eine Vielzahl an Tochterzellen hervorbringen. Diese 
Tochterzellen sind ihrerseits weiter differenziert und haben dadurch meist die hohe 
Proliferationsfähigkeit der Stammzellen eingebüßt (Wang et al. 2010). TAMs stehen in 
Verdacht die Tumorigenität und auch die Chemotherapie-Resistenz von CSC zu fördern 
(Jinushi et al. 2011).  Beispielsweise kommt es bei Inhibition der Makrophagen-
Einwanderung in PDAC-Gewebe zu einer Reduktion des CSC-Makers ALDH (Mitchem 
et al. 2013), was ein Hinweis auf eine solche Suppression bzw. Reduktion der CSC sein 
könnte.  
 
In Zusammenschau obiger Informationen könnte ein Eingriff in die Makrophagen-
Polarisation einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz darstellen. So könnte 
versucht werden den im Tumor vorherrschenden M2-Phänotyp in einen M1-Phänotyp 
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umzuprogrammieren und somit eine inflammatorische, tumorfeindliche Umgebung zu 
schaffen. Im Mausmodell wurde etwa durch die Einwirkung von anti-CD40 
Antikörpern eine Aktivierung von M1-Makrophagen bzw. deren Einwanderung in das 
Pankreaskarzinomgewebe erzeugt, was die Effektivität einer Chemotherapie mit 
Gemcitabine deutlich verbesserte (Beatty et al. 2011). 
 
1.5 micro-RNA  
 
Als mi-RNAs werden kurze, einzelsträngige RNAs bezeichnet, die wichtige Funktionen 
in der Genregulation von eukaryontischen Zellen ausüben, z.B. in der Zellentwicklung, 
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose. Sie werden im Zellkern als pre-
miRNAs transkribiert, welche im weiteren Verlauf durch verschiedene Enzyme in 
kurze, etwa 21-24 Nucleotide lange und nun aktive miRNAs prozessiert werden (Seton-
Rogers et al. 2013). 
 
MiRNAs können komplementär an die in Zellen exprimierte mRNAs binden, deren 
Abbau sie dadurch fördern und somit die Proteinbiosynthese dieser mRNA in der Zelle 
hemmen (Zhang et al. 2007). Diese als „gene silencing“ bezeichnete Inhibition 
geschieht nach der Transkription eines Genes in mRNA und vor deren 
Proteinbiosynthese am Ribosom (Abb.7). Dabei bindet die miRNA über die sog. „seed“ 
Region (2-7 Nukleotide) an einen komplementären Abschnitt einer mRNA am 3’UTR 
Ende. Dies führt zu Deadenylation / Uncapping oder Unterbindung der Translation am 
Ribosom und somit zur Inhibition der Proteinbiosynthese (Squadrito et al. 2013). 
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Abb.7. Mechanismus der miRNA-vermittelten Proteinbiosynthese-Inhibition. Nach Transkription der 
DNA  in einen mRNA-Strang ensteht aus diesem über den Vorgang der Translation ein Protein. Dieser 
Vorgang kann durch die Einwirkung von spezifischen miRNAs blockiert werden. 
 
 
 
In der Regel kann die „seed“ Region einer miRNA an hunderte verschiedene mRNAs 
unterschiedlicher Gene binden. Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass miRNAs 
nur bis etwa 20% der mRNAs eines Genes inhibieren (Baek D. et al. 2008), miRNAs 
wirken sich also eher auf die Feinjustierung der Genexpression aus (Grimson  et al. 
2007, Pasquinelli et al. 2012). 
Diese miRNAs spielen nicht nur in physiologischen Zellmechanismen eine Rolle – sie 
können auch in Tumorzellen dysreguliert sein und hier das Tumorwachstum oder auch 
die Metastasierung begünstigen (Bartel et al. 2009). Eine solche Dysregulation wurde 
auch bereits untersucht und nachgewiesen (Croce et al. 2009). Sie können dabei 
entweder über- oder unterexprimiert sein und so Genprodukte vermehrt oder vermindert 
inhibieren. 
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In der Literatur finden sich zahlreiche Daten über die miRNA-Profile ganzer 
Tumorgewebe, bestehend aus Tumorzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und 
verschiedenen Immunzellen (Hanahan et al. 2012, Lindsay et al. 2008, Mitra et al. 
2012, O’Connell et al. 2012). Dabei wurde auch der Einfluss von miRNA auf die 
Karzinogenese untersucht (Henry et al. 2013, Zhang et al. 2007). In diesem Rahmen 
wurden erste Hinweise dafür entdeckt, dass einige miRNAs auch eine wichtige 
prognostische Rolle bei Patienten mit Pankreaskarzinom spielen (Giovannetti et al. 
2010, 2012). In jüngster Vergangenheit wurde der Einfluss der miRNA-Expression in 
Monozyten / Makrophagen bzw. TAMs genauer untersucht und ebenso die Auswirkung 
einer Über- bzw. Unterproduktion bestimmter miRNA’s  auf die Polarisation der 
Makrophagen. So konnte gezeigt werden, dass miR-21 und miR-29b von TAMs 
aufgenommen werden können und in diesen Zellen eine intrazelluläre Wirkung 
entfalten, die eine Polarisierung in Richtung M1-Phänotyp mit proinflammatorischer, 
als auch prometastatischer Funktion zur Folge haben (Fabbri et al. 2012).  
 
Für die beiden in dieser Arbeit untersuchten micro-RNAs 155 und 203 lagen bereits 
Hinweise dafür vor, dass deren Über- bzw. Unterexpression in verschiedenen 
Tumorentitäten mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Greither et. al. 2010). 
 
 
Abb.8. Wirkung von micro-RNAs auf die Makrophagenpolarisation. 
Nach  Squadrito et al. 2013 
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miRNA-155 
Das Gen der miRNA-155 ist im sog. BIC (B-Cell Interaction Cluster) kodiert. miRNA-
155 wird durch NFkB in Makrophagen und Dendritischen Zellen im Rahmen einer 
Aktivierung durch TLR-Liganden und Interferonen (Typ I) reguliert (O’Connell et al. 
2007). Diese miRNA besitzt vorwiegend proinflammatorische Funktionen, indem sie 
die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen in Makrophagen und anderen 
Immunzellen erhöht. Dies geschieht u.a. über eine Stabilisierung des TNF-α 
Transkriptes auf mRNA Ebene (Bala et al 2011, Tili et al. 2009). 
Über die Wirkung von miRNA-155 auf Makophagen finden sich in der Literatur 
Hinweise darauf, dass es durch deren Einwirkung zu einer Polarisation zu M1-
Makrophagen kommt. Dies geschieht über eine Unterdrückung von Inhibitoren 
proinflammatorischer Zytokine, wie SOCS1 (Wang et al. 2010) oder BLC6 (Nazari-
Jahantigh et al. 2012). Außerdem blockiert miRNA-155 den Interleukin 13 Rezeptor 
(IL13Ralpha1), welcher seinerseits sonst eine Polarisierung in Richtung M2 bewirken 
würde (Martinez-Nunez et al. 2011). Die direkte Einbringung von miR-155 in bereits 
M2-polariserte Makrophagen führt zur Entwicklung eines eher proinflammatorischen, 
d.h. eher M1-polarisierten Phänotyps (Cai et al. 2012). Im Mausmodell wurde 
außerdem gezeigt, dass es in mir155 -/- Mäusen zu einem beschleunigten 
Tumorwachstum kommt (Huffaker et al. 2012). 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass miR-155 in Makrophagen eine eher 
proinflammatorische Funktion erfüllt und eine Polarisierung in Richtung M1 bewirkt. 
Außerdem erfüllt es im Tumorgewebe ersten Hinweisen zur Folge eine 
wachstumshemmende Wirkung.  
 
miRNA-203 
Ersten Erkenntnissen zur Folge hat miRNA-203 in bestimmten Geweben ebenfalls eine 
tumorsupprimierende Wirkung. So konnte gezeigt werden, dass miRNA-203 in 
Lungentumorgewebe herunterreguliert ist und eine Inhibition der Proliferation und 
Invasion bewirkt (Jin et al. 2013). Eine Unterexpression von miR-203 konnte ebenfalls 
in Larnyx- (Bian et al. 2012) oder Ösophaguskarzinomen (Takeshita et al. 2012) 
nachgewiesen werden. 
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Im Gegensatz dazu gibt es jedoch auch Hinweise darauf, dass eine Überexpression von 
miR-203 im Pankreaskarzinom mit einer schlechteren Prognose korreliert. So haben 
Ikenaga N et al gezeigt, dass miR-203 im Pankreaskarzinom überexprimiert ist und es 
bei deutlicher Überexpression zu einer kürzer Überlebenzeit kommt (Ikenaga et al. 
2010). 
miR-203 steht weitergehend im Verdacht eine wichtige Rolle in der Regulation des 
Immunsystems zu spielen (Moffatt et al. 2011). In RAW264.7 Zellen (Makrophagen-
Zelllinie) kommt es über die Einwirkung von miR-203 zu einer Suppression des 
Immunmodulators MyD88, was zu einer Unterexpression der proinflammatorischen 
Mediatoren NF-kB, TNFa und IL-6 in diesen Zellen führt (Wei et al. 2013). 
Im Vergleich zu einigen anderen miRNAs ist die Datenlage bezüglich der miR-203 eher 
unübersichtlich und widersprüchlich, insbesondere über deren Funktion und Wirkung in 
TAMs ist bis dato wenig bekannt. 
 
1.6 Mikrovesikel und Exosomen 
 
Neben den aktiven (unter Energieverbrauch über einen Carrier) und passiven (entlang 
des Konzentrationsgefälles) Transportmechanismen existieren noch weitere 
Transportwege, mit denen eine Zelle mit ihrer Umgebung kommunizieren kann. 
Darunter auch der sog. exosomenvermittelte Transport (El et al.2013 ). 
 
Aufbau, Struktur und Herkunft 
Exosomen gehören zur Gruppe der Mikrovesikel und bestehen aus einer 
Doppellipidschicht mit einem darin eingeschlossenem Zytosol. Dieses kann neben 
Proteinen, RNAs, Zytokinen und viralen Bestandteilen auch miRNAs beherbergen, die 
so transportieren werden (Lasser et al. 2012, Gibbings et al.2009). Es handelt sich dabei 
also um Transportvehikel, die durch ein abgeschlossenes Kompartiment eine hohe 
Stabilität gegenüber äußeren Einflüssen, wie z.B. RNAsen, gewähren, welche die in den 
Exosomen transportieren RNAs und miRNAs sonst leicht abbauen würden (Mitchell et 
al. 2008). Erstmals wurde ihre Existenz in Retikulozyten nachgewiesen. Sie sind etwa 
40 bis 100 nm groß, werden von den unterschiedlichsten Zellarten produziert (Denzer et 
al. 2000, Iguchi et al. 2010), beherbergen je nach Zellherkunft unterschiedliche Inhalte 
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(van den Boorn et al. 2013) und scheinen somit eine wichtige Rolle in der inter- und 
intrazellulären Kommunikation zu spielen (Corrado et al. 2013).  
 
Einteilung 
Die Gruppe der Mikrovesikel wird in Exosomen und Ektosomen eingeteilt (Abb.9). Die 
Ektosomen stellen eine eher heterogene Gruppierung mit einer Größenvarianz zwischen 
0,1 und 1 µm dar. Sie entstehen durch sog. „budding“ („Knospung“), d.h. durch 
Abkapslung an der Zellmembran (Camussi et al. 2011). Dem gegenüber steht die 
homogene Gruppierung der Exosomen. Mit einer Größe unter 100 nm sind sie im 
Durchschnitt deutlich kleiner als die Ektosomen und entstehen nicht durch „budding“ – 
stattdessen werden sie in sog. „multivesicular bodies“ gespeichert und durch deren 
Verschmelzung mit der Zellmembran an den extrazellulären Raum freigegeben (Lee et 
al. 2012, Fevrier et al. 2004). Die „multivesicular bodies“ haben ihrerseits eine 
endosomale Herkunft (Heijnen et al. 1999). 
 
 
Abb.9. Entstehung von Mikrovesikeln (Nach Camussi G et al. 2011). Ektosomen entstehen durch 
„budding“, Exosomen werden  hingegen durch die Verschmelzung von Transportvesikeln mit der 
Zellmembran sezerniert. 
 
Biogenese 
Die Biogenese von Exosomen ist ein streng regulierter Prozess, der mit einer 
Rezeptoraktivierung beginnt (Keller et al. 2006). Dieser Rezeptor unterscheidet sich je 
nach Zellart. Bei Monozyten und Neutrophilen handelt es sich dabei z.B. um den P2X 
Purinorezeptor (Bhatnagar et al. 2007). Die Freisetzung unterliegt der Kontrolle 
bestimmter Regulationsproteine, wie z.B. Rab27a und Rab27b (Ostrowski et al. 2010), 
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als auch Rab35 (Hsu et al. 2010). Dabei verdichten sich Hinweise darauf, dass Rab27 – 
und damit womöglich auch Exosomen - in der Karzinogenese beteiligt sind (Bobrie et 
al. 2012).  
 
Wie erwähnt unterscheidet sich der Inhalt der Exosomen zwischen den Zellarten 
(Poliakov et al. 2009, Simons et al. 2009, Mathivanan et al. 2010, Simpson et al. 2009). 
Neben verschiedenen Proteinen (Rab GTPasen, Annexinen, Integrinen, CD9, CD81-83, 
CD64, ß-Aktin, MYosin, Cofilin, MHC I / II uvm.) können die Exosomen auch Proteine 
beinhalten, die in den Zellsignalweg eingreifen, wie Wnt-ß-catenin (Gross et al. 2012), 
Notch Ligand Delta-like 4 (Sheldon et al. 2010) und Interleukine (Hasegawa et al. 
2011). Der Einfluss dieser Proteine auf die Karzinogenese und Resistenzentwicklungen 
gegenüber Medikamenteneinwirkung steht derzeit im Fokus von Experimenten 
verschiedener Arbeitsgruppen und könnte neue Ansatzpunkte für gezielte Therapien 
offenbaren. 
 
Funktion 
Das Aufgabenspektrum der Exosomen ist enorm. So werden obsolete Membranproteine 
aus Retikulozyten (z.B. der Transferrin Rezeptor) etwa über Exosomen ausgeschieden 
(Geminard et al. 2002), zytotoxische T-Zellen nutzen Exosomen um zytolytische 
Substanzen in Zielzellen einzubringen (Quah et al. 2000), und antigenpräsentierende 
Zellen sezernieren MHC I und II Moleküle mittels Exosomen, um die T-Zell-
Proliferation zu stimulieren (Denzer et al. 2000). Durch die Übertragung von Molekülen 
über Exosomen könnten sie in Zellen des Immunsystems eine wichtige Rolle in der 
Regulation von Immunreaktionen gegen Pathogene und Tumoren darstellen (Gogolak et 
al. 2003).  
 
Rolle in der Karzinogenese 
Es werden immer neue Proteine identifiziert, die über Exosomen übertragen werden. 
Einige davon könnten eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen, indem sie etwa 
als Tumorsuppressoren oder –promotoren agieren. Zu diesen Proteinen zählen unter 
anderem das HSP (Cho et al. 2009), das P53 (Yu et al. 2006), das PTEN (Putz et al. 
2012) und das APC (Lim et al. 2012). Aber auch miRNAs können über einen 
exosomenvermittelten Mechanismus transportiert werden (Stoorvogel et al. 2012). So 
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konnte etwa gezeigt werden, dass die Mehrheit der in menschlichem Speichel 
gefundenen miRNAs in Exosomen beherbergt ist (Gallo et al. 2012).  
 
In der Literatur finden sich bis dato erste Hinweise darauf, dass der Transport von 
miRNAs über Exosomen von einer Zellart zu einer anderen zumindest in vitro 
funktioniert (Valadi et al. 2007, Mittelbrunn et al. 2011) und dass dabei sogar 
funktionsfähiges Material in eine andere Zelle gebracht werden kann (Lotvall et al. 
2007). Ebenso wurde nachgewiesen, dass die Aktivität von miRNA über einen 
exosomenvermittelten Transport modifiziert werden kann (Gibbings et al. 2009). Der 
Einfluss von via Exosomen übertragener miRNAs auf die Karzinogenese wird von 
verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Dabei konnte bereits gezeigt werden, dass 
exosomenvermittelte miRNAs die Invasivität von Mammakarzinomen fördern (Yang et 
al. 2011) und dass Eingriffe in diese Signalkaskade direkt Auswirkungen auf die 
Karzinogenese haben (Liu et al. 2013). 
 
Exosomen als Marker 
Derzeitiger Gegenstand intensiver Forschung ist der Nutzen von exosomalen miRNAs, 
die eine hohe Resistenz gegenüber äußeren Einflüssen aufweisen (Koga et al. 2011) – 
etwa für diagnostische oder prognostische Zwecke. Diese miRNAs werden von 
Tumorzellen in Exosomen verpackt sezerniert und können in Körperflüssigkeiten 
nachgewiesen werden. Es wurden bisher schon unterschiedlichste Karzinom-Entitäten 
untersucht (Simpson et al. 2009) und einige vielversprechende Kandidaten gefunden: 
Beispielsweise miRNA-650 für Gliome (Sun et al. 2013 ) oder miRNA-21 und miRNA-
146a für das Mamma-Karzinom (Kumar et al. 2013). 
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2 Zielsetzung und Fragestellung 
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Pankreaskarzinomzellen auf die 
Polarisierung von Makrophagen genauer zu charakterisieren. Der Fokus lag dabei auf 
einer möglichen Änderung der Polarisation der Makrophagen durch Partikel, die von 
den Karzinomzellen abgegeben werden. Grundlage war die Annahme, dass es zu einer 
Übertragung von Mikrovesikeln / Exosomen kommt, die von Makrophagen 
aufgenommen werden. Dies führt potenziell zu einem Transfer von Molekülen, u.a. 
micro-RNAs, die im Inneren der Vesikeln vor Umgebungseinflüssen geschützt sind und 
so auf andere Zellen übertragen werden können, wo sie wichtige Zellfunktionen wie 
Mitose, Apoptose, Zelldifferenzierung, Polarisation etc. beeinflussen können. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunächst Protokolle etabliert werden, um diese Vesikel 
durch Zentrifugationsverfahren zu gewinnen und deren Einfluss auf die Polarisation von 
Makrophagen durch Vergleiche mit Makrophagen, die mit Hilfe von Zytokin-
Stimulation gezielt in M1- und M2-Richtung polarisiert wurden, zu charakterisieren. 
Daneben sollte die spezifische Rolle der micro-RNAs 155 und 203 in diesem Kontext 
genauer untersucht werden, indem in verschiedenen Konstellationen zum einen 
rekombinante Expressionskonstrukte (RNAmimics) und zum anderen inhibitorische 
Konstrukte (anti-miRs) in (ko-)kultivierte Tumorzellen und/oder Makrophagen 
transfiziert werden sollten, um anschließend die entstehenden Effekte auf mRNA-Ebene 
ebenfalls mit zuvor polarisierten Makrophagen zu vergleichen. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
 
 3.1.1   Chemikalien 
 
Sofern nicht anders erwähnt, stammen alle verwendeten Chemikalien von folgenden 
Herstellern: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), Riedel-de Haen (Seelze), Merck 
(Darmstadt), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Acros Organics (New Jersey, 
USA), Fisher Scientific (Loughborough, Großbritannien), Mallinckrodt Baker B.V. 
(Deventer, Niederlande), Laboratori Diaco Biomedicali (Triest, Italien), Qiagen 
(Hilden). 
 
 3.1.2   Laborgeräte 
 
AB 7500 Fast Real-Time PCR System   Applied Biosystems  
AMAXA Nucleofector II     Lonza 
Autoklav 3850 EL      Tuttnauer  
Brutschrank Function Line BB 16    Heaeus Instruments  
Eppendorf-Pipetten Discovery Comfort    Abimed  
Feinwaage Mettler AE 163     Mettler-Toledo GmbH  
Lichtmikroskop IMT-2     Olympus Optical Co  
LSR II Flow Cytometer      BD Biosciences  
Magnet OctoMACS™ Separator    Miltenyi Biotec 
Magnetständer MACS® Multistand    Miltenyi Biotec 
Nanodrop 1000 Spectrophotometer    PeqLab 
Pipetboy acu       Integra Biosciences  
SterilBank Bio-II-A      TelStar 
Sterilbank Lamin Air HB2448    Heraeus 
Thermocycler       Techne  
Tiefkühlschrank (-80°C) Hera Freeze   Thermo Electron LED  
Tischkühlzentrifuge Mikro 200 R    Hettich 
Tischzentrifuge 5415C     Eppendorf 
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Ultrazentrifuge Beckmann L8-70M     Beckman 
Ultrazentrifugen-Rotor SW Ti 40    Beckman 
Vortex        Heidolph  
Wasserbad 1083      GFL 
Zentrifuge J2-21 M/E      Beckman 
 
 3.1.3   Verbrauchsmaterialien 
 
Centricons Plus-70 / 100     Millipore 
Combitips (0,2 -12,5 ml)     Eppendorf 
Combitps plus (2,5 und 12,5 ml)    Eppendorf 
Einmalhandschuhe Nobaglove Latex/Nitril   NOBA 
Einmalspritzen für Eppendorfpipetten   Gilson  
Filter für 500 ml; 75 mm²; 0,2 μm Porengröße  Thermo Scientific 
GeneAmp PCR-Reaktionsgefäße     PE Biosystems  
Gewebekulturflasche 25, 75 und 175 cm² CellStar® Greiner bio-one 
Gewebekulturplatte 6-Well für Kokultur   BD Falcon 
Gewebekulturplatte 6-, 12-und 48-Well   Thermo Scientific 
Gewebekulturplatte 24-Well Falcon®   Becton Dickinson 
Gewebekulturplatte 96-Well CellStar®   Greiner bio-one 
Gewebekulturplatte 96-Well weiß    Greiner bio-one 
Inserts (6-Well) für Kokultur; 0,4 μm Porengröße  BD Falcon 
MACS MS-Column      Miltenyi Biotec 
MACS Präseparationsfilter; 30 μm    Miltenyi Biotec 
MicroAmp 96-Lochplatte (qPCR)    Applied Biosystems  
Objektträger       Menzel 
Objektträger mit Mattrand     Thermo Scientific 
Parafilm „M“ Laboratory Film    American National Can 
Reaktionsgefäße, versch. Volumina    Sarstedt  
Röhren, versch. Volumina     Greiner Bio-One   
Rundboden-Röhrchen      Greiner Bio-One  
Skalpell CUTFIX      Braun 
Spritzen BD Plastipak®; 1 ml     Becton Dickinson 
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Spritzen BD Plastipak®; 10 ml    Becton Dickinson 
Spritzenfilter Nalgene; 0,2 μm Porengröße   Thermo Scientific 
Sterile Einmalpipetten, versch. Volumina   Sarstedt  
Zellkulturschale; 10 cm Durchmesser   Thermo Scientific 
Zellkulturschale; 14,5 cm Durchmesser   Greiner Bio-One 
Zellschaber        Greiner Bio-One  
 
 3.1.4   Buffy Coat 
 
Angefordert aus der Blutbank des Universitäts-Klinikums Gießen-Marburg, Standort 
Gießen 
 
 3.1.5   Zelllinien 
 
 
Zelllinie Beschreibung Quelle Kulturmedium 
 
Panc-1 
 
Humane duktale 
Pankreaskarzinom-
Zelllinie, 
adhärent 
 
ATCC 
 
DMEM + 10% FCS 
 
IMIM-PC1 
 
Humane duktale 
Pankreaskarzinom-Zellinie, 
adhärent 
FX Real, 
Barcelona, 
Spanien 
 
DMEM + 10% FCS 
 
 3.1.6   Zytokine 
 
LPS        Sigma Aldrich 
IFNγ        Sigma Aldrich 
TGFβ        Peprotech 
TNFα        Peprotech 
Interleukin-4       Peprotech 
Interleukin-10       Peprotech 
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Interleukin-13       Peprotech 
 
 3.1.7   Primer 
 
MR for   5 ́-GGCCTTGCCGCCTATTTC-3 ́ 
MR rev   5 ́-TCCTGGGCTTGACTGACTGTT-3 ́ 
CD36 for   5 ́-GTGATGATGAACAGCAGCAACA-3 ́ 
CD36 rev   5 ́-CCTCAGCGTCCTGGGTTACA-3 ́ 
hCCL5 for   5 ́-CGGGAGTACATCAACTCTTTGGA-3 ́ 
hCCL5 rev   5 ́-CAAGCTAGGACAAGAGCAAGCA-3 ́ 
hCXCL9 for   5 ́-CCCACCCGAACGTCTTATCTAA-3 ́ 
hCXCL9 rev   5 ́-TGGGTCACAGACTCTCAAATTTATG-3 ́ 
CXCL9 for   5 ́-GCAGGTGCTGGCTCTTTCC-3 ́ 
CXCL9 rev   5 ́-CATCATCCCTGGTCCCTGTAGT-3 ́ 
CXCL10 for   5 ́-ACGCTGTACCTGCATCAGCAT-3 ́ 
CXCL10 rev   5 ́-CTCAACACGTGGACAAAATTGG-3 ́ 
IL10 for   5 ́-TGAGAACCAAGACCCAGACA-3 ́ 
IL10 rev   5 ́-AAAGGCATTCTTCACCTGCT-3 ́ 
IL12 for   5 ́-CCTCAGTTTGGCCAGAAACC-3 ́ 
IL12 rev   5 ́-GGTCTTTCTGGAGGCCAGGC-3 ́ 
h/m XS13 for   5 ́-TGGGCAAGAACACCATGATG-3 ́ 
h/m XS13 rev   5 ́-AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT-3 ́ 
 
Alle hier erwähnten und in meiner Arbeit genutzten Primer wurden mit der Software 
"Primer Express V3.0" von Applied Biosystems entworfen. 
 
 3.1.8   miRNAs 
 
Pre mi-RNA 155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU  Ambion 
Anti mi-RNA 155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU  Ambion 
Pre mi-RNA 203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG  Ambion 
Anti mi-RNA 203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG  Ambion 
Material und Methoden 
 
 
 
30 
Kontrolle pre  Random Sequence     Ambion 
Kontrolle anti  Random Sequence     Ambion 
 
 3.1.9   Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Dulbeccos PBS 1x       PAA  
Dulbeccos Madified Eagle Medium (DMEM)    PAA  
Fetal Bovine Serum (FCS)      PAA  
L-Glutamine (200 mM), liquid     Invitrogen 
MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x)   Gibco 
RPMI 1640 + L-Glutamine       Gibco  
Trypsin-EDTA 1x (0,05% / 0,02% in D-PBS)   PAA  
X-VIVO 10 with L-glutamine     Lonza 
Humanes AB-Serum       PAA 
 
 3.1.10   Erythrozytenlyse 
 
In 500 ml PBS suspendieren 
+ 0,15 M NH4Cl 
+ 0,01 M KHCO3 
+ 0,1 mM EDTA 
 
 3.1.11  MACS-Puffer 
 
In 500 ml PBS suspendieren 
- 2 mmol EDTA 
- 0,5 % BSA 
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 3.1.12   Reagenzsysteme (Kits) 
 
CD14-MicroBeads für MACS     Miltenyi Biotec 
Human Macrophage Nukleofector® Kit    Lonza 
Lymphocyte Separation Medium LSM 1077, Ficoll™  PAA 
Omniscript RT Kit       Qiagen 
PKH67        Sigma-Aldrich 
RNeasy® Midi Kit        Qiagen 
RT2 First Strand cDNA Kit      Qiagen 
SuperScript III Reverse Transcriptase    Life Technologies 
SYBR®Green PCR Master Mix (2x)    Applied Biosystems 
Tryphanblau Lösung       Sigma-Aldrich 
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3.2 Methoden 
 
 
Grundlage aller Experimente dieser Arbeit war die Isolation von CD14+ Zellen 
(Monozyten) aus „Buffy Coats“, die bei der Blutbank des Universitäts-Klinikums 
Gießen-Marburg, Standort Gießen bestellt wurden (Abb.10). Diese Buffy Coats 
enstanden bei der hauseigenen Verarbeitung von Vollblutspenden und bestanden 
größtenteils aus Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten. Die Isolation der 
mononukleären Zellen erfolgte mit Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll), 
gefolgt von der Isolation CD14+ Zellen mittels Miltenyi Biotec CD14+ MicroBeads. 
Die hier extrahierten Zellen wurden über 5 Tage in einem speziellen Medium bei 37°C 
inkubiert, um eine Differenzierung in Makrophagen zu induzieren. Am Ende der 
Inkubationszeit standen differenzierte Makrophagen in ausreichender Anzahl zur 
Verfügung, um die unten aufgeführten Experimente durchzuführen. 
 
 
 
Abb 10. Grundlage aller Experimente ist die Isolation von Makrophagen aus Buffy Coats. 
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Es folgt eine kurze Übersicht über die Experimente 
. 
 
- Vorbereitung 
o Monozytenisolation mit Ficoll-Paque-Plus (17-1440-02, GE Healthcare) 
o CD14-Isolation (MicroBeads, 130-050-201, Miltenyi Biotec) 
 Kultur der Zellen in 2% humanem Serum und 83 ng/ml M-CSF 
 5 Tage Inkubation zur Differenzierung zu Makrophagen 
 
 
- Experimente 
o (1) Polarisation mit Zytokinen als Zeitversuch 
 Stimulation und Inkubation über 2h / 4h / 8h / 25h 
 Lyse  RNA-Isolation  cDNA-Synthese  RT-PCR 
 
o (2) Polarisation mit Zytokinen / 100ka Retentat / Ultrazentrifugat 
 Stimulation und Inkubation über 8 Stunden (2 Tage) 
 Lyse  RNA-Isolation  cDNA-Synthese  RT-PCR 
 
o (3) Transfektion von Makrophagen mit mi-RNA via AMAXA-
Elektroporation 
 Transfektion von Makrophagen mit miRNA  
 Inkubation über 1-2 Tage 
 Lyse  RNA-Isolation  cDNA-Synthese  RT-PCR 
 
o (4) Cokultur mit PKH67-gefärbten Panc1-Zellen 
 Färbung von Panc1-Zellen mit PKH67 
 Cokultur mit Makrophagen über 1-2 Tage 
 FACS-Analyse 
 
o (5) Cokultur von polarisierten Makrophagen mit Panc1-Zellen 
 Cokultur von Panc1-Zellen und Markophagen über 8 Stunden  
 Lyse  RNA-Isolation  cDNA-Synthese  RT-PCR 
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o (6) Cokultur mit miRNA-transfizierten Panc1-Zellen 
 Cokultur von transfizierten Panc1-Zellen mit Makrophagen über 2 
Tage 
 Lyse  RNA-Isolation  cDNA-Synthese  RT-PCR 
 
3.2.1 Monozytenisolation  
 
Alle (anonymisierten) Spenderdaten der Buffy Coats wurden notiert. Hierfür lag ein 
Ethikvotum vor: Die Patienten mussten bei der Blutspende ihr schriftliches 
Einverständnis abgeben, dass das Blut, falls es klinisch nicht weiter verwendet werden 
sollte, stattdessen anonymisiert für Forschungszwecke verwendet werden kann. Die 
frisch gewonnenen Buffy Coats wurden gekühlt von Gießen nach Marburg transportiert 
und dort über kurze Zeit bei 4°C weiter gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurden 
für jeden Buffy Coat drei 50 ml Röhrchen (Falcon) mit 13 ml Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll) befüllt. Nun wurde unverzüglich mit der Isolation 
begonnen. Je Ficoll-Röhrchen wurden 23 ml des Buffy-coat langsam auf das im 
Röhrchen befindliche Ficoll gegeben (übergeschichtet), sodass 2 Phasen entstanden. 
Diese Röhrchen wurden nun zuerst bei 800 x g und Raumtemperatur über 30 Minuten 
zentrifugiert. Um einer Phasenvermischung entgegenzuwirken musste zuvor unbedingt 
die Bremse der Zentrifuge ausgeschaltet werden. Nach der Zentrifugation fand sich eine 
milchig-weiße Schicht im Röhrchen, in der die mononukleären Zellen des peripheren 
Blutes enthalten waren (PBMC: „peripheral blood mononuclear cells“). Diese Schicht 
wurde nun vorsichtig mit einer 10 ml Pipette aus allen zuvor zentrifugierten Röhrchen 
entnommen und je Buffy Coat in einem weiteren 50 ml Röhrchen gesammelt. Diese 
Zellsuspension wurde anschließend zweimalig mit PBS („phosphate buffered saline“) 
gewaschen und für 10 min bei 160 x g und 4°C zentrifugiert. Um noch enthaltene 
Erythrozyten zu entfernen wurden 10 ml des Erytrozyten-Lyse-Puffer hinzugegeben, für 
10 min auf Eis inkubiert und dann wie zuvor erneut zentrifugiert. Das entstandene Pellet 
wurde in 5 ml PBS resuspendiert und eine Zellzählung in einer Newton-Zählkammer 
vorgenommen. Von den ausgezählten Zellen wurden 50 Millionen in 2 ml Eppendorf-
Tubes („tubes“) verteilt und anschließend erneut zentrifugiert. Es entstand je 2 ml 
Eppendorf-Tube ein Zellpellet aus 50 Millionen mononuklären Zellen, welches 
weiterverarbeitet werden konnte. 
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3.2.2 CD14+ Isolation 
 
Das wie oben beschrieben gewonnene Zellpellet, bestehend aus insgesamt ca. 50 
Millionen Zellen, wurde nun in 400 µL MACS-Puffer (entspricht 80 µl je 107 Zellen) 
aus eigener Herstellung resuspendiert, anschließend wurden 100 µL CD14-MicroBeads 
(entspricht 20 µl je 107 Zellen) hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde gut 
durchgemischt und für 15 min im Kühlschrank inkubiert. Während dieser Zeit konnten 
die Microbeads selektiv an CD14+ Zellen binden. Um überschüssige, ungebundene 
Beads herauszuwaschen, wurde anschließend  1 ml MACS-Puffer hinzugegeben und die 
Suspension für 10 min bei 300 x g und -4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde 
dann in 500 µL MACS-Puffer resuspendiert. Unter sterilen Bedingungen wurden nun 
der Seperator und die MS-Columns („Säulen“) der Firma Miltenyi Biotec vorbereitet. 
Die einzelnen Säulen wurden mit 500 µL MACS-Puffer befeuchtet, die Zellsuspension 
auf die Säule gegeben und anschließend dreimal langsam mit 500 µL MACS-Puffer 
nachgespült, um die unmarkierten Zellen herauszuwaschen. Jene Zellen, die zuvor mit 
den CD14-MicroBeads markiert wurden, wurden durch magnetische Kräfte in der Säule 
zurückgehalten (Abb.11). Die Säulen mit diesen Zellen wurden nach dem dritten 
Waschschritt aus dem Magnetfeld entfernt und auf ein neues Eppendorf-tube 
(„Collection-tube“) gesetzt, anschließend wurde unverzüglich 1000 µL MACS-Puffer 
auf dieses tube gegeben. Der im Kit mitgelieferte Kolben wurde vorsichtig auf die Säule 
gesetzt und langsam hinuntergedrückt. Der Durchfluss war nun milchig-trüb und 
enthielt alle markierten Zellen. Diese wurden nun erneut bei 300 x g und -4°C für 10 
min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml Kultur-Medium (RPMI mit 2% 
humanem AB-Serum) resuspendiert und in ein neues Falcon-Röhrchen überführt. Es 
folgte eine erneute Zellzahlbestimmung in der Newton-Zählkammer, diese entsprach 
nun der Anzahl der CD14+ Zellen. Anschließend wurde eine adäquate Menge RPMI-
Medium (mit 2% humanem AB-Serum) hinzugegeben, so dass die Zellsuspension auf 
eine gewünschte Anzahl Platten bzw. Wells verteilt werden konnte. Je nach 
vorhandener Zellzahl wurden pro 10 cm Zellkulturplatte etwa 7 Millionen Zellen, pro 
Well einer 6-Well Platte etwa 2,5 Millionen Zellen verwendet. Auf die Platten wurde 
vorher eine adäquate Menge (z.B. 3 ml pro Well einer 6-Well-Platte) Medium (mit 2% 
humanem AB-Serum) gegeben, welches mit M-CSF versetzt wurde (in einer 
Endkonzentration von 83 ng/ml), wodurch eine Differenzierung in Makrophagen 
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erreicht werden sollte. Es folgte eine Inkubation über 5 Tage bei 37°C, am 3. Tag nach 
Isolation wurde ein kompletter Mediumwechsel durchgeführt. 
 
 
 
Abb.11. Magnetische Seperation von CD14+ Zellen. Die Zellen (1) werden mittels Beads markiert (2) 
und magnetisch aufgetrennt (3), anschließend werden die Magneten entfernt und die in der Säule 
verbliebenen Zellen herausgewaschen (4). 
 
 
Während der 5 Tage andauernden Inkubation bei 37°C vollzog sich ein mikroskopisch 
nachweisbarer Wandel der zuerst runden, nicht adhärenten Zellen (Monozyten) an Tag 
0 (Abb.12) zu spindelförmigen, adhärenten Zellen (Makrophagen) an Tag 5 (Abb.13). 
Am Ende der Inkubationszeit standen genug Makrophagen für die weiteren 
Experimente zur Verfügung. 
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Abb.12: CD14+ Zellen  an Tag 0             Abb. 13: CD14+ Zellen  an Tag 5 
 
3.2.3 Polarisation als Zeitversuch 
 
Die Zytokine / Stimulanzien wurden  wie folgt vorbereitet und bei -20°C gelagert: 
 
Zytokin Stammkonz Zielkonz 
LPS 1 µg/µl 100 ng/ml 
IFN-γ 0,5 mg/ml 20 ng/ml 
IL-10 10 ng/µl 20 ng/ml 
IL-13 10 µg/ml 20 ng/ml 
IL-4 10 µg/ml 20 ng/ml 
 
Tab.2. Konzentrationen der verwendeten Zytokine 
 
Je Zeitfaktor (2 / 4 / 8 / 24 h) wurden vier 15 ml Falcon-Röhrchen mit 3 ml Kultur-
Medium (RPMI mit 2% humanem AB Serum) befüllt und wie folgt behandelt: 
 
Probe Stimulation mit Volumen Konzentration 
1 Unbehandelt --- --- 
2 IL-4 / IL-13 6 µL / 6 µL Je 20 ng/ml 
3 IL-10 6 µL 20 ng/ml 
4 IFN-γ / LPS 1,2 µL / 3 µL 100 ng/ml + 20 ng/ml 
 
Tab.3: Stimulation der Makrophagen mit Zytokinen im Zeitversuch 
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Die 6-Well-Platten mit den kultivierten Makrophagen wurden nun zweimal mit Medium 
gewaschen. Anschließend wurde der Inhalt eines Röhrchens jeweils in ein Well 
gegeben, für eine bestimmte Zeiteinheit (2 / 4 / 8 / 24 h) bei 37°C inkubiert und danach 
direkt mit QIAzol Lysis Reagent der Firma Qiagen lysiert. Es folgte die RNA-Isolation, 
mRNA-Synthese und die Durchführung einer Realtime-PCR (RT-PCR) mit 
verschiedenen Primern zur Bestimmung von mRNA-Profilen für die jeweiligen 
Stimulationszeiträume. 
 
 
3.2.4 Polarisationsversuche 
 
Neben der Isolation und Kultivierung von Makrophagen in 10 cm Zellkulturplatten 
mussten mit einigen Tagen Vorlauf Überstände aus Panc1 gewonnen werden, um 
Exosomen zu erhalten, die für die Stimulation verwendet werden konnten. Hierfür 
wurden 2 verschiedene Verfahren genutzt: Die Gewinnung von 100ka Retentat und die 
Ultrazentrifugation. 
 
a) 100ka Retantat 
Zellen bestimmter Pankreaskarzinom-Zelllinie "Panc-1" wurden je Versuchsansatz auf 
zwei 10 cm Zellkulturplatten ausgesetzt und über 5 Tage in DMEM mit 10% FCS bei 
37°C inkubiert. Während der Inkubation wurden die Platten mehrmals gewaschen und 
ab Tag 2 (hier war die Oberfläche der Platten zu etwa 60-70% bewachsen) in DMEM 
ohne Zusätze weiterkultiviert. An Tag 3 wurden die Platten erneut gewaschen und für 
weitere 48 Stunden (Tag 5) in je 10 ml DMEM ohne Zusätze inkubiert. Anschließend 
wurde der Überstand gewonnen und bei 1200 x g für 3 min abzentrifugiert, um 
Zellfragmente zu entfernen. Der Überstand wurde nun in einem 100kDa Centricon der 
Firma Millipore zentrifugiert (4000 x g, 10min, -4°C). Im Filter des Centricons 
sammelte sich dabei das 100 kDa Retentat („Exosomen“), welches herausgewaschen 
und gesammelt wurde. Der Durchfluss wurde als zusätzliche Kontrolle asserviert 
(Abb.14). 
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Abb.14: Überstandsgewinnung / Exosomengewinnung mittels 100 kDa-Centricon: Panc1 / IMIM PC1 
Zellen werden auf 2 Platten ausgesäht und in DMEM 10% FCS kultiviert (1). An den folgenden Tagen 
werden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten gewaschen und anschließend in DMEM (pur) 
weiterkultiviert. Nach weiteren 48 Stunden wird das Medium gesammelt und zentrifugiert (2). Am Boden 
sammeln sich Zellfragmente, die verworfen werden. Das übrige Medium wird in einem 100kDa 
Centricon erneut zentrifugiert (3+4). Im Filter sammeln sich die 100kDa Retentate (5). Das Retentat im 
Filter und der Durchfluss werden gesammelt (6). 
 
 
 
b) Ultrazentrifugation 
Zu Beginn wurden je Versuchsansatz ausreichend viele Panc1-Zellen auf 14 
Zellkulturplatten mit 10 cm Durchmesser verteilt und bei 37°C in DMEM mit 10% FCS 
inkubiert, bis die Oberfläche der Platten zu über 70% mit Zellen bewachsen war. Nun 
wurden die Platten dreimal gründlich mit DMEM ohne Zusätze gewaschen und über 
weitere 4 Stunden in DMEM ohne Zusätze inkubiert. In der Zwischenzeit wurde 
folgendes Medium hergestellt: 150 ml DMEM ohne Zusätze mit 3 µL Hydrocortison, 
750 µL Transferrin und 150 µL Insulin. Obige Platten wurden nach der Inkubation mit 
jeweils 10 ml dieses Mediums beschichtet und für weitere 48 Stunden bei 37°C 
inkubiert. In diesem Zeitraum wurden die Pankreaskarzinomzellen durch das 
hinzugegebene Medium zur Sekretion von Exosomen stimuliert. Das Medium, welches 
nun die sezernierten Exosomen enthielt, wurde anschließend gesammelt und für 10 min 
bei 300 x g und 4°C zentrifugiert, wodurch sich größere Zellfragmente am Boden 
sammelten, die Exosomen jedoch im Überstand verweilten. Dieser Überstand wurde 
nun steril in ein Falcon-Röhrchen filtriert (0,2 µm Porengröße), um letzte Zellfragmente 
zu entfernen. Das verbleibende Medium wurde in 70 kDa Centricons überführt und bei 
4000 x g für 15 min (4°C) konzentriert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationschritt (2 
min bei 1200 x g, 4°C), um die konzentrierten Überstände wieder zu sammeln. Diese 
Überstände wurden nun für 90 min bei 120.000 x g und 4°C in einer Ultrazentrifuge 
(Beckmann L8-70M, Rotor SW40) zentrifugiert, dabei entstand ein kaum sichtbares 
Pellet („Exosomen“) am Boden, welches in 70 µL PBS resuspendiert wurde (Abb.15). 
Es erfolgte nun eine Protein-Konzentrationsbestimmung mittels Bradtford-Methode. 
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Abb.15: Überstandsgewinnung / Exosomengewinnung mittels Ultrazentrifugation (siehe Text) 
 
 
Weitere, zur Stimulation benötigte Zytokine wurden wie folgt vorbereitet und bei -20°C 
gelagert: 
 
Zytokin Stammkonz Zielkonz 
LPS 1 µg/µl 100 ng/ml 
IFN-γ 0,5 mg/ml 20 ng/ml 
IL-10 10 ng/µl 20 ng/ml 
IL-13 10 µg/ml 20 ng/ml 
IL-4 10 µg/ml 20 ng/ml 
TGFß 1 µg/ml 10 ng/ml 
 
Tab.4. Zytokine und deren Konzentrationen zur Stimulation im Polarisationversuch 
 
 
Nach 5 Tagen Inkubation wurden acht 15 ml Röhrchen (Falcon) mit 6 ml Kultur-
Medium (RPMI mit 2% humanem AB Serum) befüllt und wie folgt behandelt: 
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Abb.16: Versuchsaufbau der Stimulation 
 
Die 10 cm Zellkulturplatten mit den kultivierten Makrophagen wurden nun zweimal mit 
RPMI-Medium gewaschen, um nicht-adhärente Zellen zu entfernen. Anschließend 
wurde der Inhalt eines Röhrchens jeweils auf eine dieser Platte gegeben und für 48 
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte die RNA-Isolation, mRNA-Synthese 
und die Durchführung einer Realtime-PCR (RT-PCR) mit verschiedenen Primern zur 
Bestimmung von mRNA-Profilen. 
 
3.2.5 Transfektion von Makrophagen mit mi-RNA (AMAXA) 
 
• Voraussetzung: 
o Makrophagen nach 5 tägiger Inkubation in 10 cm Zellkulturplatten 
 
Vorbereitung 
• Makrophagen wurden mit PBS gewaschen 
• 0,5 ng/mL Typsin + 0,2 mg/mL EDTA in PBS (je Platte 3 ml) 
• Inkubation über 25-30 min bei Raumtemperatur  
• Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von RPMI gestoppt 
 
Probe Stimulation mit Volumen 
1 Unbehandelt --- 
2 Unbehandelt --- 
3 IL-4 / IL-13 12 µl / 12  µl 
4 IL-10 12 µl 
5 TGF-ß 60  µl 
6 IFN-γ / LPS 2,4  µl  / 6  µl 
7 Panc1 Exosomen 2/3 der Ausbeute 
8 Durchfluss Volumen 
entsprechend 
Probe 7 
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Transfektion 
Pro Ansatz wurden benötigt: 
- 700.000 Makrophagen nach 5 tägiger Inkubation 
- 300 nM miRNA: pre-miR155, anti-miR155, pre-miR203, anti-miR203, 
Kontrollen 
- 100 µL Human Macrophage Nucleofector Solution 
 
Zuerst wurde eine 12-well Platte mit je 1,5 ml Kulturmedium (RPMI + 2% humanem 
AB-Serum) pro Well befüllt und im Inkubator bei 37°C inkubiert. Die (wie oben 
beschrieben) mit Trypsin-EDTA abgelösten Makrophagen wurden nun in einer Newton-
Zählkammer gezählt und je 700.000 Zellen auf einen Reaktionsansatz verteilt. Diese 
Zellen wurden nun für 10 Minuten bei 200 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und 
im Pellet konzentriert, der Überstand wurde anschließend verworfen. Das Pellet wurde 
mit 100 µl Nucleofection Lösung resuspendiert, anschließend wurde die miRNA 
hinzugegeben (1,5 µL in 1,5 ml  300 nM). Diese Lösung wurde nun in die im Kit 
mitgelieferten Küvetten überführt, diese wurden verschlossen und nacheinander in das 
AMAXA Gerät gesetzt. Die Transfektion wurde mittels vorgegebenem 
Herstellerprogramm (Y-010) durchgeführt, indem die Zellen kurzzeitig einer 
Stromspannung ausgesetzt wurden. Hierdurch konnte die miRNA die Zellmembran 
passieren. Nach Entfernen der Küvette wurden 500 µL Medium hinzugegeben und die 
Zellsuspension in die vorbereiteten 12-Well Platten überführt. Diese wurden nun über 
24 (48) Stunden inkubiert, die Zellen anschließend lysiert. Es folgte die RNA-Isolation, 
mRNA-Synthese und die Durchführung einer Realtime-PCR (RT-PCR) mit 
verschiedenen Primern zur Bestimmung von mRNA-Profilen. 
 
3.2.6 Co-kultur mit PKH67-gefärbten Panc1-Zellen 
 
• Voraussetzung:  
o Makrophagen nach 5 tägiger Isolation 
o Mehrere Platten mit ausreichend Panc1 Zellen 
 
In diesem Experiment erfolgte die Markierung von Zellen mittels PKH67, einem grün-
fluoreszierendem Farbstoff, der sich in Zellmembranen anlagerte. An Tag 5 nach der 
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Isolation wurden die Makrophagen dreimalig mit RPMI gewaschen und mit ausreichend 
Kultur-Medium (RPMI + 2% humanem Serum) beschichtet. Die passenden Inserts 
wurden auf die Wells gesetzt, mit 1500 µL Kultur-Medium (RPMI + 2 % humanem 
Serum) beschichtet und bei 37°C im Inkubator vorgewärmt. Die Panc1 (IMIM-PC1) 
Zellen wurden mit 5 ml PBS gewaschen und durch Hinzugabe von 2 ml Trypsin-EDTA 
von den Platten abgelöst. Nachdem sich alle Zellen gelöst hatten, wurde 8 ml DMEM 
mit 10% FCS hinzugegeben und je 2 Platten in einem Falcon-Röhrchen gesammelt. Die 
Zellen wurden mittels Neubauer-Zählkammer gezählt und insgesamt 5.000.000 
entnommen. Diese wurden in einem 2 ml Eppendorf-Tube mit PBS gewaschen und 5 
min lang bei 400 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen, das Pellet mit 250 µL Diluent C, einem speziellem Zellmedium, 
resuspendiert (Tube A). In einem weiteren Tube wurden 250 µL Diluent C mit 1 µL des 
Farbstoffes PKH67 vermischt (Tube B), ein anderes Tube wurde mit 500 µL FCS 
befüllt (Tube C). Nun wurde der Inhalt von Tube A in Tube B überführt und 2 Minuten 
lang gut mit der Pipette gemischt.  
 
 
 
Abb.17: Durchführung der PKH67-Färbung (siehe Text) 
 
 
Anschließend wurde diese Suspension in Tube C überführt und für 10 Minuten bei 400 
x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet 
wurde nun zweimal mit PBS gewaschen, wie zuvor zentrifugiert und in einem kleinen 
Volumen mit Kultur-Medium (RPMI + 2% humanem Serum) resuspendiert. Die Zellen 
Material und Methoden 
 
 
 
44 
wurden gezählt und 200.000 gefärbte Zellen in die Inserts gegeben, die zuvor auf die 
Wells mit den Makrophagen platziert wurden (Abb.18). 
 
 
Abb.18: Versuchsaufbau Cokultur mit PKH67-gefärbten Panc1-Zellen und Makrophagen 
 
Nach 2 tägiger Inkubation wurden die Zellen mit EDTA-Trypsin von der Oberfläche 
gelöst und mittels FACS-Analyse (s.u.) untersucht, ob - und in welchem Maße - eine 
Übertragung von PKH67-markierten Zellmembranbestandteilen stattgefunden hatte 
(siehe Abb.19). Dies könnte ein Hinweis auf die Entstehung von Exosomen in den 
Panc1-Zellen sein, welche im Laufe der Co-Kultur auf die Makrophagen übertragen 
wurden. Diese Vesikel entstehen aus sog. „budding“, d.h. sie bestehen aus 
Zellmembranbestandteilen, welche in diesem Experiment mit PKH67 markiert wurden 
und so, falls eine Übertragung stattgefunden hat, in den Makrophagen nachgewiesen 
werden konnten. 
 
 
Abb.19: Exosomentransfer in Cokultur 
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3.2.7 Co-Kultur von polarisierten Makrophagen mit Panc1-Zellen 
 
• Voraussetzung:  
o Drei 6-Well-Platten mit Makrophagen nach 5 tägiger Isolation 
o Mehrere Platten Panc 1 / IMIM-PC1 
 
Die vorbereiteten Makrophagen wurden mit RPMI gewaschen und analog zu den 
vorangegangen Experimenten stimuliert (s.o.). Die Stimulation erfolgte in 
Zweierpaaren, sodass je Versuchsansatz zwei Wells mit Makrophagen unter gleichen 
Konditionen vorhanden waren (Abb.20).  
 
 
Abb.20: Versuchsdurchführung der Co-Kultur 
 
Die Zellen wurden für 8 Stunden bei 37°C inkubiert. Eine Platte eines Versuchsansatzes 
wurde nun erneut mit RPMI gewaschen und anschließend mit Qiazol Lysis Reagent 
lysiert. Die zweite Platte wurde mit Panc1-Zellen co-kultiviert. Dazu wurde zuerst die 
zugehörige Platte des Versuchsansatzes ebenfalls mit RPMI gewaschen. Dann wurden 
je 300.000 Panc1-Zellen von vorbereiteten Zellkulturplatten mit Trypsin-EDTA von der 
Oberfläche gelöst, gewaschen und auf passende Inserts verteilt. Je ein Insert wurde auf 
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das zugehörige Well der 6-Well-Platte gesetzt und über 24 Stunden bei 37°C inkubiert 
(Abb.21).  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Abb.21: Versuchsaufbau Cokultur Panc1-Zellen mit polarisierten Makrophagen 
 
 
 
So wurde mit allen Versuchsansätzen verfahren. Anschließend erfolgt die Lyse mittels 
Qiazol Lysis Reagent. Aus beiden Ansätzen wurde RNA gewonnen, cDNA synthetisiert 
und ein mRNA Profil mittels RT-PCR angefertigt. So konnte je Versuchsansatz die 
Polarisierung der Makrophagen zu Beginn der Cokultur nachgewiesen werden und 
anschließend die Auswirkung der Cokultur auf die vorausgegangene Polarisierung 
beurteilt werden (Abb.22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.22: Auswirkung der Cokultur auf die Polarisation der Makrophagen 
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3.2.8 Co-Kultur mit miRNA-transfizierten Panc1-Zellen 
 
• Voraussetzung:  
o Eine 6-Well-Platte mit adhärenten Makrophagen nach 5 tägiger 
Inkubation 
o Mehrere Platten Panc 1 / IMIM-PC1, zu 70-90% bewachsen 
 
Die Transfektion mittels Silentfect stellte eine Alternative zur Transfektion via 
Elektroporation dar. Hier wurde eine Übertragung von miRNA’s in die Zelle hinein 
durch chemische Reagenzien ermöglicht. In diesem Experiment wurden 
Pankreaskarzinomzellen mit miRNA transfiziert und anschließend eine Co-Kultur mit 
Makrophagen durchgeführt. Dabei sollte untersucht werden, ob dieses einen Einfluss 
auf die mRNA Profile der Makrophagen hatte. 
 
Es wurden je Ansatz ein 1,5 ml und ein 2 ml Tube wie folgt vorbereitet: 
- 1,5 ml Tube (Tube A):  
o 500 µl DMEM + 10 µl Silentfect 
- 2 ml Tube (Tube B): 
o 500 µl DMEM + 10 µl miRNA (155, 155n, 203, 203n / neg / mock / 
cntrl) 
 
Alle Tubes wurden nun vorsichtig im Vortex durchmischt. Anschließend wurde der 
Inhalt des A-Tubes in das B-Tube überführt, gut durchgemischt und 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Platten mit Panc1-Zellen, 
die transfiziert werden sollten, zweimal mit PBS gewaschen und schließlich mit 9 ml 
DMEM befüllt. 
 
Nach 20 min wurde nun je 1 ml aus den vorbereiteten Tubes auf eine Platte gegeben 
und für 48 Stunden inkubiert. Daraufhin wurden die transfizierten Zellen mit Trypsin-
EDTA abgelöst und in die bereitgestellten Inserts gesetzt. Diese wurden nun auf die 
Wells gesetzt, in denen sich CD14+ Zellen nach 5 tägiger Inkubation befanden. Nach 
weiteren 24-48 Stunden Cokultur wurden die transfizierten Zellen und die CD14+ 
Zellen lysiert. Wie gewohnt folgte die RNA-Isolation, mRNA-Synthese und die 
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Durchführung einer Realtime-PCR (RT-PCR) mit verschiedenen Primern zur 
Bestimmung von mRNA-Profilen. 
 
3.2.9 Weitere experimentelle Methoden 
 
Bestimmung der Zellzahl 
Die Bestimmung der Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zählkammern durchgeführt. 
Hierzu wurden aus einer Zellsuspension ca. 10 µl entnommen, auf die Zählkammer 
gegeben und alle Zellen in den vier Quadraten gezählt. Der Mittelwert aus allen 
Quadraten wurde mit 104 multipliziert, wodurch man die Zellzahl pro ml erhielt. 
 
 
cDNA-Herstellung (Superscript) 
Je Probe wurden 0,5 µg RNA für die cDNA-Synthese eingesetzt. Das hierfür nötige 
Volumen aus den RNA-Proben wurde in PCR-Röhrchen gegeben und jeweils auf 24 µL 
mit Aqua dest. aufgefüllt. Anschließend wurde 1 µl Oligo dT [50µM] in jedes Röhrchen 
gegeben. Die Röhrchen wurden mittig in das PCR-Gerät gesetzt und für 10 Minuten bei 
70°C inkubiert. Hierdurch wurde die Sekundärstruktur der RNA aufgelöst und 
Anlagestellen für die Primer offengelegt.  In der Zwischenzeit wurde der Master-Mix je 
Probe wie folgt zusammengestellt: 
 
Substanz Pro Probe [µL] 
5x Puffer (First-strand Buffer P/N Y02321) 8 
DTT (P/N Y00147) 4 
dNTPs (10mM) (#R0192, Fermentas) 2 
Superscript (Invitrogen P/N 56575) 1 
Gesamtvolumen 15 
 
Tab.5. Herstellung des Master-Mix zur Synthese von cDNA 
 
15 µl des Master-Mix wurden in jede Probe gegeben und gut vermischt. Das PCR-Gerät 
wurde erneut mittig beladen und wie folgt programmiert: 
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- 50 min bei 42°C  
- 10 min bei 70°C 
- Warten bei 4°C 
 
Während dieser Reaktion lagerten sich die Primer an und die hinzugegebene Reverse 
Transkriptase synthetisierte aus den RNA-Strängen komplementäre cDNA-Stränge.  
 
Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
 
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) 
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, bei der Zellen nach Größe, Struktur und 
einzelnen Oberflächeneigenschaften aufgetrennt und somit analysiert werden können. 
Die Zellen treten dabei nacheinander durch einen Laserstrahl und es kommt zu einer 
Emission von optischen Signalen: Die hierbei entstehende Vorwärtsstreuung wird von 
einem Detektor gemessen und gibt Auskunft über die Größe der passierenden Zellen 
(Forwardscatter). Das zur Seite abgelenkte Licht wird durch einen weiteren Detektor 
gemessen (Sidescatter) und gibt Auskunft über die Oberflächenbeschaffenheit und 
Granularität der einzelnen Zellen, die den Laserstrahl passieren. Durch 
antikörpervermittelte Markierung der Zellen eröffnen sich weitere Möglichkeiten, um 
die Zellen aufzutrennen.  
 
In meinen Experimenten kam vorwiegend die zuvor vorgestellte Methode mit PKH67-
Markierung der Zellen zur Anwendung, bei der die Zellen schon in (Co-)Kultur 
angefärbt wurden und nach geeigneter Inkubationszeit mittels FACS-Analyse 
aufgetrennt wurden (s.o.). 
 
 
Lyse 
Die Platten wurden zweimal gewaschen, mit 700 µl Trizol lysiert und die Zellen mittels 
Cellscraper von den Platten abgelöst. Das Lysat wurde in 1,5 ml Röhrchen gesammelt 
und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
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Monozyten Isolation mittels Elutriation 
Die Elutriation ist eine weitere Methode, mit der man Monozyten aus Buffy-Coats 
isolieren kann. Dem Elutriationsverfahren liegt das Prinzip der 
Gegenstromzentrifugation zugrunde. Dabei wirken zwei Kräfte auf das Zellgemisch, 
welches sich in der Elutriationskammer befindet: Die Zentrifugalkraft, die nach außen 
gerichtet ist und die Zentripedalkraft, die nach innen gerichtet ist. Befinden sich beide 
Kräfte in einem Gleichgewicht, so können Zellen bestimmter Beschaffenheit (z.B. 
Größe) in der Kammer konzentriert werden, während andere Zellen hinausgewaschen 
werden.  Je nachdem, wie die einzelnen einwirkenden Faktoren gewählt bzw. verändert 
werden (Dichte, Temperatur, Viskosität, Rotorgeschwindigkeit, 
Strömungsgeschwindigkeit), können unterschiedliche Zellpopulationen in der Kammer 
konzentriert werden.  
 
RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation wurde mit dem miRNeasy Kit der Firma Qiagen durchgeführt. 
Hierzu wurde das zuvor gewonnene und bei -80 °C gelagerte Lysat langsam auf Eis 
aufgetaut und kurz im Vortex durchmischt, um es zu homogenisieren. Jeweils 700 µl 
des Lysats wurden auf eine „shredder column“ gegeben und eine Minute lang bei 
13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschließend in 
ein 2 ml Röhrchen überführt. Dies wurde so lange wiederholt, bis das gesamte Lysat 
verbraucht wurde, in der Regel war eine Wiederholung notwendig. Nun wurden 140 µl 
Chloroform zum Durchfluss hinzugegeben und für 15 Sekunden gut durchmischt, bis 
ein Farbumschlag festgestellt werden konnte. Daraufhin wurde das Gemisch für 3 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Röhrchen bei 12.000 
rpm und 4°C über 15 Minuten zentrifugiert. Dabei entstand eine oben gelegene, 
wässrige Phase, die entnommen und in einem neuen 2 ml Röhrchen mit der 1,5-fachen 
Menge ihres Volumens mit Ethanol vermischt wurde. 700 µl dieser Mixtur wurden nun 
auf eine RNeasy Mini Spin column gegeben und für 15 Sekunden bei 8000 x g 
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser Zentrifugationsschritt wurde mit 
jeweils 700 µl der Suspension so lange wiederholt, bis die gesamte Mixtur verbraucht 
war. Nun wurden 350 µl RWT-Puffer in die Säule hinzugegeben und diese erneut für 15 
Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der gesamte 
Waschvorgang wiederholt. Anschließend wurden 500 µl RPE-Puffer hinzugegeben und 
Material und Methoden 
 
 
 
51 
die Säule wurde erneut für 15 Sekunden zentrifugiert. Es wurde nun erneut mit 500 µl 
RPE-Puffer gewaschen und die Säule wird bei 8000 x g für 2 Minuten zentrifugiert. Die 
Säule wurde herausgenommen und in einem neuen Röhrchen bei maximaler 
Geschwindigkeit für eine Minute zentrifugiert, um Reste der Puffer zu entfernen. Die 
Säule wurde nun aus dem Tube herausgenommen, auf ein neues 1,5 ml Röhrchen 
umgesetzt, 30 µl RNase-freies Wasser hinzugegeben und eine Minute lang bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 8000 x g 
über 60 Sekunden. Hierbei wurde die RNA aus dem Filter der Säule gelöst und im 
Durchfluss gesammelt. Die Säule konnte nun entfernt und verworfen werden, die 
Röhrchen wurden über kurze Zeit auf Eis gelagert, während die 
Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop durchführt wurde. Dabei wurden je 1,5 µl 
der Probe auf den Sensor gegeben und gemessen.  
 
qRT-PCR 
Die bei -20°C gelagerten cDNA-Proben wurden 1:10 verdünnt (2 µl Probe + 18 µl 
RNase-freies Wasser). Anschließend wurde je verwendetem Primer ein Master-Mix wie 
folgt vorbereitet: 
 
Sywer-Green 260µL 
Primer Forward 5,2µL 
Primer Reward 5,2µL 
Wasser 223,6µL 
 
Tab.6. Herstellung des Master-Mix zur Durchführung der RT-PCR 
 
Die Primer wurden in Triplets (später Duplets) auf eine 96-Well-Platte ausgelegt: Je 
Probe wurden 12 Slots benötigt, in welche jeweils 19 µl des jeweiligen Master-Mix und 
1 µL Probe pipettiert wurden. Je Durchlauf einer RT-PCR wurden 4 Primer verwendet. 
Dazu 7 cDNA-Proben und eine Wasserprobe. Die Platte wurde versiegelt, kurz 
zentrifugiert (bis 1000 rpm) und schließlich in die RT-PCR gesetzt. Das Programm 
wurde wie folgt gestartet: 
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Abb.23. Thermal Cycler Protokoll: Screenshot der Einstellungen 
 
 
Nach etwa 200 Minuten konnte die Auswertung mittels ΔΔCt-Methode erfolgen. Dabei 
wurden je Probe Mittelwerte gebildet und diese mit dem sog. „Haushalts-Gen“ RPLP0 
in Korrelation gesetzt, welches in dieser Arbeit immer als Referenz-Gen diente. 
Anschließend wurde der Kehrwert des Quadrats gebildet (=1/POTENZ(2;x)), um die 
Unterschiede zu verdeutlichen. Dieses Ergebnis ließ sich nun grafisch unter 
Verwendung von Microstoft Excel darstellen. 
 
Zellkultur 
Die verwendeten Pankreaskarzinom-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen mit 
sterilen Medien kultiviert, dies erfolgte bei 37°C und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen 
und -schalen. Sobald die Zellen einer Charge eine Konfluenz von über 70% aufwiesen 
wurden diese mittels PBS gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA von der 
Oberfläche abgelöst. Die Zellen wurden nun in ein steriles Röhrchen überführt und in 
diesem bei 1200 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde resuspendiert und die 
gewünschte bzw. benötigte Zellzahl in neue Kulturgefäße überführt. 
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3.2.10 Statistische Methoden 
 
Dargestellt wird, sofern nicht anders angemerkt, der Mittelwert und die 
Standardabweichung. Ein Zweiseitiger ungepaarter Student's t-Test wurde für die 
statistische Auswertung verwendet.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Kultivierung  und Polarisation von Monozyten 
 
Die Entwicklung eines Verfahrens, mit welchem ausreichende Mengen an vitalen 
Monozyten aus Buffy Coats gewonnen werden konnte, war sehr aufwändig und 
zeitintensiv. Anfänglich wurde versucht eine ausreichende Ausbeute durch direkte 
Abnahme an Probanden zu erzielen. Hierzu wurden im Eigenversuch und bei 
freiwilligen Probanden Blut in EDTA Monovetten abgenommen, mittels 
Dichtegradientenverfahren aufgetrennt und anschließend in RPMI 1640 mit 10% FCS 
über 7 Tage kultiviert. Mikroskopisch ließ sich schnell erkennen, dass nur wenig 
Material gewonnen werden konnte und dass viele Zellen nicht adhärent wurden. Auch 
auf RNA-Ebene lag die Ausbeute meist unter 20 ng/µl. Durch eine Kooperation mit 
dem Transfusionzentrum des Universitäts-Klinikums Gießen-Marburg, Standort 
Gießen, konnten wir im weiteren Verlauf Buffy Coats aus Spenderblut beziehen. Es hat 
sich gezeigt, dass das Material zeitnah, d.h. direkt nach Lieferung verarbeitet werden 
sollte, um eine möglichst große Anzahl an vitalen Monozyten zu erhalten. In den ersten 
Versuchen wurden noch Präparationen verwendet, die zunächst mehrere Stunden bei 
+4°C gelagert worden waren. Dabei zeigte sich, dass bei der weiteren Verarbeitung 
deutlich weniger Zellen adhärent wurden und somit nicht brauchbar waren, als bei 
sofortiger Verarbeitung. Deshalb versuchten wir fortwährend, die Monozytenisolation 
fast nahtlos nach Abnahme am Spender zu vollziehen. Die geschätzte extrakorporale 
Lagerung der Monozyten vor Isolationsbeginn belief sich hierbei optimalerweise auf 
weniger als 3 Stunden.  
 
Im weiteren Verlauf wurde versucht, die Monozytenisolation und 
Makrophagendifferenzierung weiter zu optimieren. Hierbei wurden verschiedene 
Isolationsverfahren (Elutriation, CD14-Isolation mittels MicroBeads) getestet und ein 
Protokoll erstellt, mit dem eine reproduzierbare Isolation von vitalen Monozyten 
möglich war.  
 
Die aus dem Buffy-Coat gewonnen Monozyten wurden in dieser Arbeit zunächst mittels 
Elutration isoliert. Die oben erwähnte relativ kurze extrakorporale Haltbarkeit der 
Monozyten ohne Kulturmedium verschuldete wahrscheinlich auch die schlechten 
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Ergebnisse der Monozytenisolation durch diese Methode. Aufgrund technischer und 
logistischer Schwierigkeiten mussten die Zellen hierbei deutlich länger gekühlt werden, 
was sich auf deren Vitalität auswirkte. Es gelang dabei nicht ausreichend viel Material 
zu gewinnen. Aufgrund dessen etablierten wir in Zusammenarbeit mit einer anderen 
Arbeitsgruppe (Michl et al.) die Isolation der Monozyten via MicroBeads, mit der es 
uns im weiteren Verlauf gelang genügend vitales Material zu isolieren. 
 
Desweiteren wurden für die Kultur der Monozyten verschiedene Platten (Nunc, 
Primaria, Zellkulturplatten), verschiedene Kulturmedien (RPMI 1640, DMEM, X-
Vivo), verschiedene Zusätze (FCS, AB-Serum) in verschiedenen Konzentrationen (FCS 
10%, AB-Serum 5%, AB-Serum 2%) und verschiedene Inkubationszeiträume (5 Tage, 
7 Tage) getestet. Zuletzt wurden für die Polarisation verschiedene 
Stimulationszeiträume (2h, 4h, 8h, 24h) und eine Stimulation mit bzw. ohne m-CSF 
getestet und miteinander verglichen. Die Polarisation zu M1 / M2 wurde mittels 
folgender Zytokine durchgeführt: 
 
 
Abb. 24. Polarisation der Makrophagen 
 
Es zeigte sich, dass die beste Ausbeute unter folgender Konstellation zu erzielen war:  
- Verwendung von „frischen“ Buffy Coats nach möglichst kurzer Lagerung 
- PBMC-Isolation mittels Ficoll nach optimiertem Protokoll 
- CD14 Isolation mittels MicroBeads nach optimiertem Protokoll 
- Kultur der Monozyten über 5 Tage in RPMI 1640 mit 2 % humanem AB-Serum 
und 83 ng/ml MCSF in 6-Well-Platten (Falcon) 
- Stimulation in RPMI 1640 mit 2 % humanem AB-Serum  
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4.2 Polarisation als Zeitversuch 
 
Das Ziel dieses Experimentes war die Erstellung eines mRNA-Profils von polarisierten 
Makrophagen, in dem sich zeigen sollte, wann im Laufe der Polarisation die Expression 
polarisationstypischer Marker erhöht ist. Dies sollte dazu dienen, einen Zeitpunkt 
festzulegen, an welchem die  Makrophagen gut in M1 und M2 differenziert werden 
können. Dieses Experiment wurde aufgrund des Umfanges nur einmalig durchgeführt 
und besitzt ausschließlich einen richtungsweisenden Charakter.  
 
Um zuerst einen Überblick zu erhalten, wie sich die Expression verschiedener 
Genprodukte über einen gewählten Zeitraum von 24 Stunden verändert, wurden CD14+ 
Monozyten isoliert und über 5 Tage kultiviert. Nicht-adhärente Zellen wurden über 
einen Waschschritt entfernt, die übrigen Zellen wurden nun stimuliert, um eine 
Polarisation in Richtung Makrophagen vom Typ M1 oder M2 zu bewirken. Dazu 
nutzten wir IL-4/-13 (20 ng/ml; 20 ng/ml), IL10 (20 ng/ml), LPS / IFN-γ (100 ng/ml; 20 
ng/ml) und eine Kontrollgruppe, die nicht stimuliert wurde. Nach 2, 4, 8 und 24 
Stunden wurden jeweils Zellen lysiert. Nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese wurde 
eine Realtime-PCR durchgeführt. Hierzu wählten wir Primer für verschiedene mRNAs 
aus, die größtenteils bereits in früheren Publikationen als M1- bzw M2-Marker 
beschrieben wurden (Mantovani et al. 2004), darunter Mannose-Rezeptor, CD36, 
CXCL9, CCL5, CCL13 und CCL17. In diesem Versuch zeigte sich, dass nach 8 
Stunden eine gute Unterscheidung zwischen M1 und M2 Makrophagen möglich ist. 
Dabei führte eine Stimulation mit LPS / IFN-γ und somit eine Polarisation zum M1-
Phänotyp zu Überexpressionen von CXCL9 und CCL5. Im Gegensatz dazu führte ein 
Stimulation mit IL-10 und somit eine Polarisation zum M2-Phänotyp zu einer 
Überexpression von Mannose-Rezeptor und CD36 wobei insbesondere die Expression 
von CXCL9 keinen Anstieg zu verzeichnen hatte. Eine Stimulation mit IL-4/-13 
(ebenfalls M2) führte zu einer  Überexpression von CCL13 und CCL17.  
 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für die nachfolgenden Experimente als Standard 
festgelegt, die Stimulation der Makrophagen über einen Zeitraum von 8 Stunden 
durchzuführen und anschließend eine Analyse der Genexpressionen der polarisierten 
Zellen durchzuführen. 
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4.3 Polarisationsversuche 
 
Aufbauend auf den rein orientierenden Ergebnissen des vorangegenenen Zeitversuchs 
folgten nun Versuche, in denen die Auswirkung einer Stimulation von Makrophagen 
mit behandelten Überständen von Pankreaskarzinomzellen untersucht wurde. Diese 
wurden mit Makrophagen verglichen, welche zuvor mit Zytokinen behandelt wurden 
und so zu M1 bzw. M2 Makrophagen polarisiert wurden.  
 
In den ersten Experimenten dieser Arbeit erfolgte die Stimulation mit 100kDa Retentat. 
Dabei wurden die Makrophagen nach 7 Tagen Inkubation über insgesamt 48 Stunden 
stimuliert. 
 
Dabei wurde zunächst die Expression von CD36, CXCL9 und Mannose-Rezeptor 
betrachtet (Abb.27). Als Kontrollen dienten Makrophagen, die mit IL-10, IL4/13 und 
TGFß (M2), sowie LPS/ IFN-γ (M1) polarisiert wurden. Es zeigte sich eine veränderte 
Polarisation der Makrophagen durch die Einwirkung von 100kDa Retentat bzw. dem 
dabei gewonnenem Durchfluss. So führte eine Stimulation mit Panc1-Durchfluss etwa 
zu einer Überexpression von Mannose-Rezeptor (Abb.27-3), die wir ebenso bei M2 
polarisierten Makrophagen beobachten können. Weitergehend kam es zu einer 
Überexpression von CXCL9 (Abb.27-2), jedoch  in anderen Dimensionen, als es bei M1 
polarisierten Makrophagen zu beobachten ist. Die Expression von CD36 (Abb.27-1) 
verändert sich im Vergleich zur Kontrolle nur gering, im Vergleich zu M1 polarisierten 
Makrophagen (LPS/ IFN-γ) kann man aber von einer Überexpression sprechen.  
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Abb.25. mRNA-Profile (qRT-PCR, n=3) nach Stimulation von Makrophagen mit verschiedenen Zytokinen 
(x-Achse). Die Berechnung erfolgte nach ΔΔCt-Methode in Korrelation zum "Haushalts-Gen" RPLP0 (y-
Achse). CD36 und Mannose-Rezeptor dienten hierbei als M2-Marker, CXCL9 als M1-Marker. Es zeigte 
sich eine erhöhte Expression aller drei Marker durch den Einfluss von Panc1-DF, dieser ist bei den M2-
Marker deutlicher stärker ausgeprägt als bei dem M1-Marker. (p < 0,5 * | p < 0,01 ** | p < 0,001 ***; 
Students t-Test) 
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Bei Stimulation mit 100 kDA Retentat aus Panc1-Zellen kam es zu einer verringerten 
Expression von CD36 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Vergleicht man den Wert 
jedoch mit M1 polarisierten Makrophagen, so zeigte sich immer noch eine 
Überexpression. Die Expression von CXCL9 war im Vergleich zur Kontrollgruppe 
erhöht, im Vergleich zu M1 polarisierten Makrophagen jedoch stark supprimiert 
(Abb.28). Zuletzt veränderte sich die Expression von Mannose-Rezeptor im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrollgruppe kaum, im Vergleich zur gereinigten Durchfluss-
Kontrolle war sie jedoch stark erniedrigt.  
 
 
 
Abb.26. Polarisation mittels 100kDa-Retentat (qRT-PCR, n=3). Die Berechnung erfolgte nach ΔΔCt-
Methode in Korrelation zum "Haushalts-Gen" RPLP0 (y-Achse). CD36 und MR dienten als M2-Marker, 
CXCL9 als M1-Marker (x-Achse). Es zeigt sich eine erhöhte Expression von MR und CD36 unter dem 
Einfluss der Kontrollegruppe (Durchfluss aus der Herstellung von 100kDa-Retentat). 
 
 
Zusammenfassend lässt sich also festhalten, dass eine Stimulation mit 100 kDa Retentat 
nicht zu einer signifikanten Polarisation zu M2-Makrophagen führte. Im Gegensatz 
dazu führte die Behandlung mit der Kontrollsubstanz (Durchfluss) zu einer stark 
erhöhten Expression von Mannose-Rezeptor, welcher auch bei M2-Makrophagen zu 
erwarten gewesen wäre.  
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Ursächlich für diese widersprüchlichen Ergebnisse könnte eine unzureichende Reinheit 
des Retentats gewesen sein. Aufgrund dessen wurde die Stimulation in den folgenden 
Experimenten mit Material durchgeführt, das ebenfalls aus dem Überstand von 
Pankreaskarzinom-Zellen gewonnen wurde, jedoch mittels Ultrazentrifugation 
konzentriert wurde (Abb.29). Dies sollte eine höhere Konzentration und auch eine 
höhere Reinheit an Material gewährleisten. Als Vergleichsgruppen dienten 
Makrophagen, die mittels IL 4/13, IL 10, TGFß und LPS/IFNg polarisiert wurden, 
sowie eine unbehandelte Kontrollgruppe.  
 
Dabei zeigte sich, dass eine Stimulation mit Ultrazentrifugat von Panc1-Karzinomzellen 
eine Polarisation in Richtung M2 auslösen konnte. Als zuverlässiger Marker haben sich 
hier Mannose-Rezeptor und CCL17 erwiesen: Die Expression von MR stieg nach IL 
4/13 Stimulation (M2) sowie ebenfalls unter Stimulation mit Ultrazentrifugat statistisch 
relevant an, während eine LPS / IFN-γ Stimulation zu keiner signifikanten Polarisation 
der Zellen. Ebenso kam es unter der Stimulation mit IL 4/13 neben einer erhöhten 
Expression von CCL17 zu einer gesteigerten Expression unter dem Einfluss von 
Ultazentrifugat, während die LPS / IFNg Stimulation und die Kontrolle keine erhöhte 
Expression zu verzeichnen hatte (Abb.29-5). Auch die Expression von CCL13 (Abb. 
29-4) zeigte einen deutichen Anstieg unter Stimulation sowohl mit IL 4/13 als auch  
Ultrazentrifugat, letzteres jedoch nicht statistisch relevant.  
 
Auch die Expression des Mannose-Rezeptors verzeichnete einen Anstieg nach 
Behandlung mit Ultrazentrifugat, dies lässt sich auch durch Stimulation mit IL 4/13 
bewirken (Abb.29-1).  
 
Im Gegensatz dazu kam es unter dem Einfluss von LPS / IFN-γ zu einer stark erhöhten 
Expression von CXCL9, während der Anstieg von CXCL9 unter dem Einfluss des 
Ultrazentrifugats im Vergleich zur Kontrollgruppe keine gesteigerte Expression auslöste 
(Abb.29-2). Auch die Expression von CCL5 ließ sich durch Einwirkung von 
Ultrazentrifugat nicht steigern (Abb.29-3). 
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Abb.27. mRNA-Profile (qRT-PCR, n=3) von Makrophagen nach Stimulation mit verschiedenen Zytokinen 
sowie Ultrazentrifugat, gewonnen aus Panc1-Zellen (x-Achse). Die Berechnung erfolgte nach ΔΔCt-
Methode in Korrelation zum "Haushalts-Gen" RPLP0 (y-Achse). Als M1-Marker dienten CXCL9 und 
CCL5, als M2-Marker Mannose-Rezeptor, CCL13 und CCL17. Die Behandlung mit Ultrazentrifugat 
führt zu einer Polarisation in Richtung des M2-Subtyps. (p < 0,5 * | p < 0,01 ** | p < 0,001 ***; Students 
t-Test) 
 
 
Somit konnte demonstriert werden, dass die Behandlung mit Ultrazentrifugat, welches 
aus Überständen von Pankreaskarzinomzellen gewonnen wurde, zu einer M2-
Polarisation von Makrophagen führte, wohingegen es nicht zur Expression von M1-
typischen mRNAs kam. 
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4.4 Transfektion mit miRNA mit AMAXA 
 
In diesem Experiment sollte geklärt werden, ob die Einbringung von miRNA in 
Makrophagen eine Auswirkung auf die Polarisation dieser Zellen hat. Auch nach 
wiederholter Transfektion von primären Makrophagen, welche vorher als Monozyten 
aus Buffy-Coats gewonnen und anschließend kultiviert wurden, kam es jedoch zur 
raschen Apoptose der Zellen. Es konnten keine brauchbaren Ergebnisse erzielt werden. 
Um die Auswirkung der Transfektion mittels Elektroporation auf die Vitalität der Zellen 
zu prüfen wurde beispielhaft ein Versuch durchgeführt, bei dem Monozyten von einem 
Spender in zwei Gruppen aufgeteilt wurden: Eine Gruppe wurde mittels AMAXA-
Elektroporation mit miRNA transfiziert, die andere Gruppe wurde genau wie die 
Transfektiongruppe behandelt, jedoch nicht transfiziert. Nach zweitägiger Inkubation im 
Brutschrank wurden Fotoaufnahmen angefertigt (Abb.30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb 28. Mikroskopische Darstellung der kultivierten Makrophagen. Oben: Native Makrophagen. Unten: 
Makrophagen nach Transfektion von miRNA mittels AMAXA-Elektroporation. 
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Hier zeigte sich, dass die nicht-transfizierten Zellen wieder adhärent geworden sind und 
einen vitalen Eindruck machten, während die transfizierten Zellen nicht adhärent 
wurden und sich stattdessen Zellklumpen mit abgestorbenen Zellen bildeten. Es machte 
hierbei keinen Unterschied mit welcher miRNA die Transfektion durchgeführt wurde. 
Es zeigte sich dieses Bild bei allen verwendeten miRNA, mit denen die Transfektion 
durchgeführt wurde. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die 
Transfektionsprozedur selbst die Zerstörung der Zellen bewirkte.  
 
Aufgrund dessen wurde dieser Versuchsaufbau nach mehreren vergeblichen Versuchen 
aufgegeben und in Folge eine indirekte Herangehensweise, bei der 
Pankreaskarzinomzellen zunächst mit mi-RNAs transfiziert wurden und diese 
anschließend mit Makrophagen co-kultiviert wurden, intensiver untersucht (siehe 
unten). 
 
4.5 Cokultur mit PKH67-gefärbten Panc1-Zellen 
 
In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob eine Übertragung von Molekülen 
aus Pankreaskarzinom-Zellen auf Makrophagen möglich ist. Zuerst wurde untersucht, 
ob die Markierung der Panc1-Zellen mit dem aliphatischen Fluoreszenz-Farbstoff 
PKH67, der sich vorwiegend in Lipidmembranen anreichert, erfolgreich war. Hier 
zeigte sich eine deutliche Anfärbung der Zellen unter dem Flureszensmikroskop 
(Abb.31). 
 
Anschließend wurde mit diesen Zellen eine Co-Kultur mit Makrophagen über 48 
Stunden durchgeführt. Mittels FACS-Analyse wurde dann geprüft, ob es zu einer 
Übertragung von markierten Membranpartikeln auf die Makrophagen gekommen war 
(Abb.32). Hierzu wurden verschiedene Proben analysiert: Gefärbte Panc1-Zellen aus 
den Inserts (Positiv-Kontrolle), ungefärbte Makrophagen (Negativ-Kontrolle), sowie 
Makrophagen nach Co-Kultur mit gefärbten Panc-1-Zellen. Es zeigte sich, dass etwa 
80% der mit PKH67 behandelten Panc1 Zellen positiv (=markiert) waren, unter den 
ungefärbten Makrophagen fanden sich hingegen keine positiven Zellen. Unter den 
Makrophagen, die mit PKH67-markierten Panc1-Zellen co-kultiviert wurden, konnte 
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man hingegen mehrere Signale erkennen (entsprechend 3,2 % der Zellen), die für 
markierte Membranpartikel sprachen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.29: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Panc-1-Zellen, die mit PKH67 markiert worden 
sind, 12h und 48h nach Cokultur.  
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Abb.30: FACS-Analyse einer Co-kultivierung von PKH67-markierten Panc1-Zellen (Spender) und 
Makrophage. (Empfänger). Oben: Mit PKH67 markierte Panc1-Zellen (Positivkontrolle), insgesamt 
20.000 Signale. Mitte: Ungefärbte Makrophagen (Negativkontrolle, 0,1 % der Zellen. Unten: Markierte 
Makrophagen nach Cokultur mit markierten Panc1-Zellen, 3,2 % der Zellen. Durch die Co-Kultivierung 
kam es zur Übertragung von markierten Zellmembranbestandteilen von Panc-1-Zellen auf Makrophagen. 
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Somit konnte geschlussfolgert werden, dass es ausgehend von den Panc-1 Zellen zu 
einer Übertragung von Partikeln gekommen ist, die durch eine Membran mit einer 0,4 
µm Porengröße hindurch diffundieren konnten und anschließend von Makrophagen 
aufgenommen wurden. Da sich der Farbstoff PKH67 in Zellmembranen anreichert, 
handelt es sich bei den übertragenen Molekülen also um Membranbestandteile - es 
könnte sich also um Mikrovesikel handeln, welche klein genug sind, um durch die 
Poren der Membran zu gelangen. (Fitzner et al. 2011, Katakowski et al. 2010) 
 
4.6 Cokultur (Transwell) von polarisierten Makrophagen mit 
Panc1-Zellen 
 
In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob es einen Einfluss auf die Polarisation 
von Makrophagen hat, wenn diese mit Pankreaskarzinomzellen in einer Co-Kultur nur 
durch eine Membran mit einer Porengröße von 0,4 µm voneinander getrennt sind. 
Aufbauend auf dem vorangegangen Versuch war die Übertragung von Partikeln durch 
diese Memberan hindurch bereits nachgewiesen.  
 
Als mRNA-Marker wurden analog zu den vorausgegangenen Experimenten MR, 
CCL13, CCL17 (alle M2), sowie CXCL9 und CCL5 (beide M1) verwendet.  
 
Bei Betrachtung der "klassischen" Marker zeigte sich, dass es unter dem Einfluss der 
Co-Kultur mit Panc-1-Zellen zu einer Suppression von M1-typischen mRNAs bei 
gleichzeitiger Aufrechterhaltung von M2-typischen mRNAs kam (Abb.33). So kam es 
nach der Co-Kultur zu einer deutlichen Abschwächung der Expression von CXCL9 
(Abb.33-1), die weniger deutlich auch für CCL5 (Abb.33-2) nachweisbar war. Im 
Gegensatz dazu ließ sich eine weiterhin hohe Expression der M2-typischen mRNAs 
CCL13 (Abb.33-4) und CCL17 (Abb.33-5) nachweisen, bei letzterem kam es sogar zu 
einer erhöhten Expression als Folge der Co-Kultivierung, dies lässt sich aufgrund der 
großen Standardabweichung jedoch nicht zweifelsfrei festhalten. Die Expression von 
Mannose-Rezeptor zeigte sich für die M2-Polarisation durch IL4/13 und IL10 unter der 
Co-Kultivierung stabil, wohingegen sie bei M1-Makrophagen deutlich abnahm 
(Abb.33-3). 
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Abb. 31: Co-Kultivierung von Panc1-Zellen mit polarisierten Makrophagen (qRT-PCR, n=3), jeweils mit 
anhängender Vergrößerung der Skalierung. Blau = Kontrollgruppe (stimulierte Makrophagen), Rot = 
Co-kultivierte Makrophagen. Die Berechnung erfolgte nach ΔΔCt-Methode in Korrelation zum 
"Haushalts-Gen" RPLP0 (y-Achse), die Polarisierung erfolgte zunächst über 8 Stunden mit den auf der x-
Achse angegebenen Zytokinen, anschließend erfolgte die Co-Kultur mit Panc-1-Zellen über weitere 24 
Stunden. Als M1-Marker dienten CXCL9 und CCL5, als M2-Marker Mannose-Rezeptor, CCL13 und 
CCL17. Es zeigt sich eine reduzierte Expression der M1-Marker, insbesondere CXCL9, sowie eine im 
Verlauf weiter aufrechterhaltene, erhöhte Expression der M2-Marker- CCL15 und CCL17. (p < 0,5 * | p 
< 0,01 ** | p < 0,001 ***; Students t-Test) 
 
 
 
In diesem Experiment fanden sich somit Hinweise darauf, dass eine vorbestehende 
Polarisation von Makrophagen durch die Einwirkung von Pankreas-Karzinomzellen 
geändert werden kann. Die Karzinomzellen schienen Mediatoren zu sezernieren, die 
durch 0,4 µm große Membranporen diffundieren konnten und eine M2-Polarisation der 
Makorphagen aufrechterhalten haben. Im Gegensatz dazu wurde eine M1-Polarisation 
nicht weiter unterhalten, da sich die Expression der M1-typischen mRNAs wieder 
verringerte. 
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4.7 Cokultur (Transwell) mit miRNA-transfizierten Panc1-Zellen 
 
In den vorangegangen Experimenten konnte darstellt werden, dass es sowohl zu einem 
Transfer von Membranpartikeln von Panc1-Zellen auf Makrophagen kommt als auch zu 
einer Veränderung der Polarisation im Zuge einer Co-Kultur beider Zellarten 
miteinander. Darauf aufbauend sollte nun untersucht werden, ob sich die Polarisation 
von Makrophagen ändert, wenn diese mit Pankreaskarzinomzellen co-kultiviert werden, 
welche ihrerseits mit verschiedenen miRNA transfiziert wurden.  
Die Panc1-Zellen wurden dabei mit pre- und anti-Strängen der micro-RNAs miR-155 
und miR-203 transfiziert. Als Kontrollgruppen dienten Zellen, die mit nicht-
kodierenden "pre-" bzw. "anti-" Kontroll-Strängen transfiziert wurden. Es wurden 
verschiedene mRNA-Produkte untersucht, die in der vorliegenden Arbeit bereits als M1 
und M2 Marker für polarisierte Makrophagen beschrieben wurden.  
 
miR-203 
 
Es zeigte sich, dass die Expression des M2-typischen Mannose-Rezeptors in 
Makrophagen unter dem Einfluss pre-miR-203 gesteigert wird, wenn diese mit 
transfizierten Panc1-Zellen co-kultiviert wurden; dabei kam es gleichzeitig auch zu 
einer deutlich reduzierten Expression der mRNA unter Einfluss von anti-miR-203. Für 
die beiden anderen M2-typischen mRNAs CCL13 und CCL17 ließ sich der Effekt nicht 
nachweisen; CCL13 wurde unter dem Einfluss von pre- und anti-miR-2013 supprimiert, 
CCL17 hingegeben durch beide vermehrt exprimiert.  Die Expression von CCL5 als 
M1-typische mRNA zeigte ebenfalls eine deutlich erhöhte Expression unter dem 
Einfluss von pre-miR-203 und gleichfalls eine deutlich reduzierte Expression unter anti-
miR-203. Zuletzt konnte eine supprimierte Expression von CXCL9 unter dem Einfluss 
von anti-miR-203 gezeigt werden, dies konnte zwar auch durch pre-miR-203 bewirkt 
werden, jedoch nicht im gleichem Ausmaß (Abb.34). 
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Abb.32: Polarisation von Makrophagen durch Einwirkung von "pre-" und "anti-" miR-203, (qRT-PCR, 
n=3) Erstellung des mRNA-Profils anhand der vorbekannten M1- / M2-typischen Marker (x-Achse). Die 
Berechnung erfolgte nach ΔΔCt-Methode in Korrelation zum "Haushalts-Gen" RPLP0 als Bezugswert 
(Fold Change, y-Achse). Die co-kultivierten Zellen exprimieren nach der Co-Kultivierung sowohl M1- als 
auch M2-typische mRNAs. (p < 0,5 * | p < 0,01 ** | p < 0,001 ***; Students t-Test) 
 
 
Dies ist also kein eindeutiges Ergebnis: In der vorliegenden Arbeit konnte miR-203 
nicht zweifelsfrei als typischer M2-Polarisator in der Co-Kultur nachgewiesen werden. 
Die co-kultivierten Zellen exprimieren nach einer Co-Kultur mit miR-203-transfizierten 
Panc-1-Zellen sowohl M2- als auch M1-typische mRNAs. Es handelt sich bei 
Betrachtung der vorliegenden Marker also um eine Art Hybridpopulation, die sowohl 
M1- als auch M2-typische Marker exprimiert. 
 
miR-155 
 
Die M2-typische mRNA CCL17 zeigte nach der Co-Kultur eine Abnahme der 
Expression unter Einfluss von pre-miR-155 und eine deutlich höhere Expression unter 
Einfluss von anti-miR-155. Anti-miR-155 führte zwar zu einer Zunahme der CCL13-
Expression, es kam jedoch unter pre-miR-155 ebenfalls zu einer Zunahme, weshalb dies 
kein eindeutiges Ergebnis darstellt. Die Expression von Mannose-Rezeptor wurde unter 
dem Einfluss von pre-miR-155 und anti-miR-155 gesteigert. Unter pre-miR-155 kam es 
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sowohl zu einer erhöhten Expression der M1-typischen mRNA CXCL9, gegensinnig 
unter anti-miR-155 zu einer reduzierten Expression der mRNA (Abb.35). Die 
Expression von CCL5 war sowohl unter dem Einfluss der pre- als auch der anti-miR-
155 gesteigert. 
 
Es finden sich somit Anzeichen dafür, dass die Co-Kultur mit pre-miR-155-
transifizierten Panc-1-Zellen zu einer Polarisation der Makrophagen in Richtung M1 
führt, gleichzeitig kommt es zu einer Supression des M2-Markers CCL17. Dies ließ sich 
jedoch für die anderen, in dieser Arbeit angewandten M2-Marker Mannose-Rezeptor 
und CCL13, nicht nachweisen. Es handelt sich hier also analog zu obigen Ergebnissen 
ebenfalls um einen Hybriden, der sowohl M1, als auch M2 Marker exprimiert. 
 
 
 
Abb.33: Polarisation von Makrophagen durch "pre-" und "anti-" miR-155. qRT-PCR, n=3. Erstellung 
des mRNA-Profils anhand der vorbekannten M1- / M2-typischen Marker (x-Achse). Die Berechnung 
erfolgte nach ΔΔCt-Methode in Korrelation zum "Haushalts-Gen" RPLP0 als Bezugswert (Fold Change, 
y-Achse). Analog zu den obigen Ergebnissen entsteht eine Hybridpopulation von Markophagen, die 
sowohl M1- als auch M2-typische Marker exprimieren. Hier finden sich jedoch Hinweise darauf, dass die 
Polarisation eher in Richtung M1-Markophagen führt, dies im Sinne einer Überexpression von CXCL9 
und CCL5 (als M1-typische Marker), sowie einer Supression von CCL17 (als M2-typischer Marker).  
(p < 0,5 * | p < 0,01 ** | p < 0,001 ***; Students t-Test)
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5  Diskussion 
 
Der Einfluss des Immunsystems auf die Malignität und Invasivität von Tumoren hat in 
den letzten Jahren zunehmend Aufmerksamkeit erlangt. Obwohl die genauen 
Mechanismen dieser Beeinflussung noch weitgehend unbekannt sind, ist es gelungen 
einzelne Zellentitäten zu bestimmen, die hieran beteiligt sind (Erez et al. 2010., Beatty 
et al. 2011), unter diesen auch Makrophagen (Kimura et al. 2007, Pollard et al. 2004, 
Oian et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass sich die Makrophagen in der 
Tumorumgebung zu einem Subtyp differenzieren, welcher das Wachstum und die 
Metastasierungstendenz des Tumors beeinflusst (Yoshikawa et al. 2012). Ebenfalls sind 
Moleküle identifiziert worden, die hierbei als Botenstoffe fungieren; unter anderem 
gehören hierzu auch micro-RNA's (Fabbri et al. 2012), die potenziell in 
membrangeschützten Exosomen übertragen werden können (Yang et al. 2011) 
 
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Moleküle aus Pankreaskarzinomzellen zu einer 
Änderung der Polarisation von Makrophagen führen und ob micro-RNAs auch hierbei 
eine Rolle spielen. In früheren Arbeiten konnte etwa gezeigt werden, dass es durch den 
Transfer von miR-142 und miR-223 zu einer Inhibition des Wachstums von 
Karzinomzellen kommt (Aucher et al. 2013) und dass es durch den Transfer anderer 
micro-RNAs (z.B. miR-150) zu einem beschleunigten Tumorwachstum kommt (Liu et 
al, 2013). Aus der stetig wachsenden Anzahl an bekannten miRNAs - im Juni 2014 
finden sich in der Datenbank "www.mirbase.org" insgesamt 1872 humane Sequenzen - 
wählten wir zwei micro-RNAs aus, deren Funktion in der Polarisation von 
Makrophagen in der Tumorumgebung zu Beginn meiner Arbeit noch unzureichend 
geklärt war: miR-155 und miR-203. 
 
5.1 Kultivierung von Monozyten und Makrophagen 
 
Um Monozyten aus Blutprodukten zu isolieren existieren verschiedene Verfahren. Zu 
Beginn meiner Arbeit wurde die Elutriation genutzt, aufgrund unzureichender Adhärenz 
und damit einhergehenden verminderten Vitalität der isolierten Zellen jedoch wieder 
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verlassen und die Isolation in den folgenden Experimenten ausschließlich mittels 
CD14+ MicroBeads durchgeführt. Dies ist eine Methode, die auch in anderen Studien 
weit verbreitet angewandt wird und gute Ergebnisse erzielt: So konnte in 
vorangegangenen Arbeiten demonstriert werden, dass über die Isolation mittels MACS 
Micro-Beads mehr als 80% der Monozyten aus einem Buffy Coat gewonnen werden 
können (Mayer et al. 2011). Dennoch ist auch die Isolation mittels Elutriation eine 
verbreitete Methode (de Carvalho et al. 2004, Lund et al. 2001), besonders, weil die 
Zellen hierbei nicht durch die Einwirkung von Molekülen selektiert werden und somit 
nicht voraktiviert werden. Auch entstehen deutlich weniger Materialkosten – allein die 
Kosten für CD14 MicroBeads von Miltenyi Biotec belaufen sich für 1 x 109 Zellen auf 
469,00 € (Stand Juni 2014). Neben diesen beiden erwähnten Verfahren existieren noch 
weitere Isolationstechniken, wie durch Kurzzeit-Adhäsion, Gradienten-Zentrifugation 
und Flow-Zytometrie (Wahl et al.2006). Um die Reinheit der Monozyten weiter zu 
steigern, kombinierten wir das Verfahren der Gradienten-Zentrifugation schließlich mit 
der magnetischen Seperation über CD14+ MicroBeads. 
 
Nach Seperation der Monozyten aus dem Buffy-Coat entsprechend eines optimierten 
Protokolls erfolgte die Kultur in Anlehnung an frühere Arbeiten, unter anderem von 
M.Fisher vom Roslin Insitut der Universität Edinburgh. Dieses Protokoll wurde 
insbesondere dahingehend modifiziert, dass die Kultur nicht in 10% FCS, sondern in 2 
% humanem AB-Serum durchgeführt wurde, um das natürliche Habitat der 
Makrophagen und die darin vorkommenden Ressourcen besser imitieren zu können. 
Auch die Kulturdauer wurde um 24 Stunden verkürzt. Hier finden sich in der Literatur 
unterschiedliche Vorgaben. Eine anfänglich gewählte Kulturdauer von 7 Tagen wurde 
schließlich sukzessive bis auf 5 Tage verringert. Wir wählten diese kurze Kulturdauer 
aufgrund technischer und logistischer Limitationen. Unter Berufung auf andere 
Arbeiten, in denen ebenfalls mit Makrophagen gearbeitet wurde, die zuvor fünf Tage 
lang kultiviert wurden (Hoffman et al., 2014), konnten keine Nachteile festgestellt 
werden. Weitergehend zeigte sich auch lichtmikroskopisch nach fünftägiger Kultur ein 
höherer Anteil an vitalen, adhärenten Zellen als nach siebentägiger Kultur  
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5.2. Polarisation von Makrophagen  
5.2.1 Polarisation durch Zytokine 
 
Es ist bereits beschrieben worden, dass die Polarisation von Makrophagen durch 
definierte Zytokine in Richtung M1 oder M2 erfolgen kann (Mantovani et al. 2004). In 
der vorliegenden Arbeit konnte dies bestätigt werden. So haben sich die 
Zytokinkombination LPS / IFN-γ als verlässliche Stimulanzien zur Polarisation in 
Richtung M1 Makrophagen erwiesen. Als mRNA-Marker wurden CXCL9 und CCL5 
ausgewählt. In Richtung M2 zeigte sich vor allem IL 4/13 als zuverlässiger Polarisator, 
hier wurde Mannose-Rezeptor, CCL13 und CCL17 als Marker auf mRNA-Ebene 
gewählt.  
 
Die Arbeit von Mantovani et al. verzeichnete ähnliche Ergebnisse, es kam unter dem 
Einfluss von LPS / IFN-γ ebenfalls zu einer gesteigerten Expression von CXCL9 auf 
mRNA-Ebene, ferner wurden noch andere mRNA-Marker getestet, die ebenfalls eine 
Polarisation in Richtung M1 anzeigen, u.a. CXCL10, CXCL11, CCR7. Auch wurde 
CCL5 von Mantovani et al. als M1-Marker beschrieben. Dies konnte in dem 
Zeitversuch dieser Arbeit zunächst nicht bestätigt werden, hier kam es vor allem durch 
die Stimulation von IL-10 zu einer Expression von CCL5. IL-10 wurde ebenfalls von 
Mantovani et al. als Polarisator in Richtung M2, genauer M2c, beschrieben. In den 
folgenden Experimenten kristallisierte sich jedoch heraus, dass LPS / IFN-γ die 
Expression von CCL5 doch deutlicher verstärkte als es durch Stimulation mit IL-10 
möglich war. Ursache hierfür war wahrscheinlich die größere Anzahl an Versuchen, die 
in die Ergebnisse eingeflossen sind. So diente der Zeitversuch mit n=1 nur als 
grundlegendes Experiment, um die Parameter der folgenden Versuche festzulegen. In 
den darauf aufbauenden Experimenten wurde mit n=3 deutlich aussagekräftigere 
Ergebnisse erzielt. Das Nutzen von CCL5 als M1-Marker unter LPS/IFN-γ- Stimulation 
kann diese Arbeit somit auch bestätigen. 
 
Mantovani et. al zeigten weitergehend, dass es unter der Stimulation mit IL 4 / 13 zu 
einer Polarisation in Richtung M2, genauer M2a kommt, als mRNA-Marker wurden 
unter anderem CCL17, CCL22 und CCL24 benannt. In dieser Arbeit konnte der 
Stellenwert von CCL17 als M2-Marker bestätigt werden. Außerdem wurde beobachtet, 
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dass es unter dem Einfluss von IL 4 / 13 zu einer deutlichen Steigerung der Expression 
von CCL13 kommt, was in der grundlegenden Arbeit von Mantovani et al. noch nicht 
beschrieben wurde. Später folgende Arbeiten konnten CCL13 ebenfalls als M2-Marker 
bestätigen (Martinez et al. 2006) 
 
Der letzte in dieser Arbeit untersuchte mRNA-Marker für die Polarisation von 
Makrophagen war Mannose-Rezeptor. Dieser Membranrezeptor wurde bereits als M2-
Marker beschrieben (Mantovani et al. 2004, Martinez et al 2006), dies konnte hier, 
wenn auch nur unter Vorbehalt, ebenfalls bestätigt werden. Es kam vor allem unter dem 
Einfluss von IL 4/13 zu einer gesteigerten Produktion des Rezeptors, jedoch ließ sich 
diese erhöhte Expression durch eine Stimulation mit LPS / IFN-γ ebenfalls nachweisen. 
Der Anstieg unter IL 4/13 war mit einem ∆CT von 0,879417 im Vergleich zu einem 
∆CT von 0,531593 zwar deutlich größer, jedoch nicht signifikant erhöht. Die Ursache 
hierfür liegt bei  einer mit n=3 immer noch zu geringen Anzahl der Ergebnisse, so dass 
es zu einer breiten Streuung der Ergebnisse kam. Der Versuch müsste mit 
verschiedenen Spendern noch deutlich öfter wiederholt werden, um signifikante 
Ergebnisse zu erhalten, um somit auch Mannose-Rezeptor als signifikanten M2-Marker 
bestätigen zu können.  
 
5.2.2 Polarisation durch Überstände 
 
Zur Isolation von Exosomen lassen sich in der Literatur vielfältige Möglichkeiten 
finden, z.B. mittels OptiPrep™ über einen Dichtegradienten, mittels anti-EpCAM 
beschichtete magnetische "beads" oder mittels Ultrazentrifugation von Kulturmedium. 
Letztgenanntes Verfahren wurde auch in dieser Arbeit genutzt. Dabei verwendeten wir 
ein Protokoll in Anlehnung an eine Arbeitsgruppe der Ruhr-Universität Bochum (Dr. I. 
Schwarte-Waldhoff, Zentrum Klinische Forschung), die zeigen konnten, dass über die 
Isolation mittels Ultrazentrifugation Exosomen aus Pankreaskarzinomzellen gewonnen 
werden können (Disserationen von Mhd Bassel Malas und Kamila Anna Adamczyk).  
 
Welches Verfahren am effektivsten ist, um Exosomen aus Karzinomzelllinien zu 
isolieren, ist in der Literatur weiterhin umstritten (Thery et al. 2006). Entgegen der 
Ergebnisse der Arbeitsgruppe aus Bochum konnten andere Untersuchungen etwa 
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zeigen, dass die Isolation von Exosomen aus Kolon-Karzinomzellen durch magnetische 
"beads" den anderen oben genannten Methoden überlegen zu sein scheint (Tauro et al. 
2012). Dies könnte seine Ursache in den sich von Labor zu Labor doch deutlich 
unterscheidenden Isolations-Protokollen und der von Zellart zu Zellart 
unterschiedlichen Mengen an produzierten Exosomen haben.  
 
In dieser Arbeit wurde an der Isolation via Ultrazentrifugation festgehalten. Sie stellt ein 
im Vergleich zu der auf "beads"-basierenden Methode leicht durchzuführendes 
Verfahren dar, das auch durch geringe Materialkosten attraktiv wird (250 ml 
OptiPrep™ Density Gradient Medium von SigmaAldrich, Stand Juni 2014: 363,00 €).  
 
Die Analyse der Proteinmenge, die sich durch die Ultrazentrifugation als Pellet 
sammelt, sollte mittels Bradford Methode gemessen werden. Dies war jedoch nicht 
erfolgreich, das nachgewiesene Material reichte nicht zur Bestimmung aus. Ursächlich 
hierfür könnte sein, dass eine zu hohe Verdünnung (Resuspension in 70µl PBS) gewählt 
wurde, so dass die Konzentration an Protein für diese Nachweisverfahren nicht mehr 
ausreichend war. Dass dennoch Material vorhanden war, vermuteten wir aus dem 
resultierenden Effekt auf die Polarisation der Zellen, der durch die Behandlung mit dem 
Ultrazentrifugat entstand, der - auch wiederholt - in der Kontrollgruppe nicht 
nachgewiesen werden konnte. In früheren Arbeiten, bei denen eine Isolation analog zu 
dem in dieser Arbeit angewandten Verfahren durchgeführt wurde, konnte gezeigt 
werden, dass eine Ausbeute von 2,515 µg/µl Protein aus 140 ml Panc1-Überständen 
erzielt werden konnte (Disseration von Mhd Bassel Mallas, 2013).  
 
Dass der beobachtete Effekt zwangsweise durch Exosomen hervorgerufen wird, lässt 
sich an dieser Stelle aber nicht beweisen. Im PKH67-Versuch konnte jedoch zumindest 
gezeigt werden, dass es zur Übertragung von Membranpartikeln ausgehend von 
Pankreaskarzinomzellen auf Makrophagen kommt. Offen bleibt an dieser Stelle auch, 
warum es nach 48-stündiger Kultivierung zu einer Umverteilung des Farbstoffes 
kommt, in der Literatur finden sich hierzu keine Verweise. Wir sehen die Umverteilung 
a.e. als Form von Recylcingprozessen an, bei denen der Farbstoff in endosomale 
Stukturen in der Nähe des Zellkernes abtransportiert wurde. In den darauf aufbauenden 
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Co-Kultur Versuchen konnte dann auch gezeigt werden, dass dieser Transfer einen 
Effekt auf die Polarisation der Makrophagen hat. 
 
In weiterführenden Experimenten sollte eine sensitivere Methode zum Nachweis von 
Protein und/oder Exosomen zum Einsatz kommen, um deren Existenz schließlich zu 
beweisen. Dabei könnten die Exosomen z.B. direkt elektronenmikroskopisch 
nachgewiesen werden (Grant et al. 2011). Dies war im Zuge dieser Arbeit geplant, 
wurde aus zeitlichen und logistischen Gründen jedoch nicht mehr verwirklicht. 
 
5.2.3 Polarisation durch Karzinomzellen 
 
Die Polarisation von Makrophagen ist ein dynamischer Zustand auf einem Kontinuum 
(Sica et al. 2012). In der Literatur finden sich Daten darüber, dass die Änderung der 
Zytokine im Kulturmilieu von bereits polarisierten Makrophagen eine Änderung der 
bestehenden Polarisation zur Folge haben kann (Stout et al. 2005). So kann auch die 
Polarisation durch Hinzugabe anderer Zytokine wieder geändert werden  (Antonios et. 
al. 2013). Hieran anlehnend wurde in der vorliegenden Arbeit ein Versuch konzipiert, in 
dem untersucht wurde, inwiefern sich die Expression von M1- bzw. M2-typischen 
mRNA-Produkten polarisierter Makrophagen durch die Einwirkung einer Co-Kultur mit 
Pankreaskarzinomzellen ändert.  
 
In diesen Experimenten wurde eine Kontrollgruppe genutzt, die aus Makrophagen 
bestand, die mit Pankreaskarzinomzellen co-kultiviert wurden, jedoch zuvor selbst nicht 
polarisiert wurden. Es handelte sich dabei um noch unpolarisierte, sog. M0-Zellen. Auf 
die Veränderung deren Polarisation durch eine Co-Kultur beziehen sich somit die Werte 
der restlichen Zellen, die ihrerseits vorher in Richtung M1 bzw. M2 polarisiert wurden 
und anschließend mit Pankreaskarzinomzellen co-kultiviert wurden.  
 
Eine andere sinnvolle Wahl einer Kontrollgruppe wären Makrophagen, die ihrerseits 
nicht polarisiert wurden und anschließend nicht co-kultiviert, jedoch über den gleichen 
Zeitraum wie die restlichen Zellen in Kultur gehalten wurden. Die so erhobenen Daten 
würden Aufschluss darüber geben, wie sich die Expression der Rezeptoren über den 
gewählten Zeitraum ohne äußere Einflüsse ändert. Wie in der Arbeit von Antonios et. al 
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gezeigt und sich auch in dem Zeitversuch dieser Arbeit angedeutet hat, ist die 
Genexpression in polarisierten Makrophagen ein Vorgang, der sich abhängig von der 
Kulturdauer ändern kann. Es finden sich somit unterschiedliche, schwankende 
Konzentrationen der Marker im Zeitverlauf. Dies ist bei der Interpretation der 
Ergebnisse unbedingt zu berücksichtigen.  
 
5.2.4 Polarisation durch transfizierte Karzinomzellen 
 
Frühere Arbeiten konnten einen Überblick darüber bieten, welche micro-RNAs im 
PDAC exprimiert werden. Unter diesen finden sich auch miR-155 und miR-203 
(Szafranska et al. 2007). Da sich zu Beginn dieser Arbeit nur wenige Daten über die 
genauen Funktionen der beiden micro-RNAs in Bezug auf TAMs finden ließen, 
entschieden wir uns dafür, diese nun genauer zu untersuchen.  
 
Inzwischen verdichten sich die Hinweise darauf, dass miR-155 eine Polarisation in 
Richtung M1 bewirken könnte: So führt eine Überexpression von miR-155 in Zellen der 
Mikroglia, welche eine Subgruppe der Makrophagen darstellen, zu einer Stimulation 
der Immunabwehr und zu einer Hemmug der Replikation von Enzephalitisviren (Pareek 
et al. 2014). Weitergehend konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von miR-155 in 
Kupfer-Zellen, ebenfalls eine in der Leber beheimatete Subgruppe von Makrophagen, 
zu einer verminderten Aktivierung von T-Zellen in der Co-Kultur führt und dass der 
"knockdown" von miR-155 in einem Lebertransplantat zu einer abgeschwächten 
Immunantwort und somit zu einer verbesserten Annahme durch den Empfänger führt 
(Li et al. 2014). Dies alles würde man auch durch die immununsupportive Wirkung - 
bzw. deren Fehlen - von M1-Makrophagen erwarten. 
 
Für miR-203 finden sich deutlich weniger Daten in der Literatur. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, dass miR-203 sich durch eine Hemmung von MyD88 in Makrophagen 
auszeichnet. MyD88 stellt seinerseits einen zentralen Mediator in der Ausbildung einer 
Immunreaktion dar. Weitergehend kommt es in mit miR-203 transfizierten murinen 
Makrophagen (RAW264.7) zu einer abgeschwächten Expression von NF-Kb, TNFa und 
IL-6, welche ihrerseits sonst ebenfalls eine proinflammatorische Wirkungen entfalten 
würden (Wei et al. 2013). 
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In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass es durch die Co-Kultur von 
Makrophagen (Empfänger) mit micro-RNAs transfizierten Pankreaskarzinom-Zellen 
(Spender) zu einer Änderung der Makrophagen-Polarisation kommt, was zuvor  noch 
nicht für die beiden micro-RNAs 155 und 203 nachgewiesen werden konnte. Dabei kam 
es jedoch nicht zur Expression von M1- und M2-typischen mRNA-Profilen, wie es nach 
Polarisation mit den "klassischen" Zytokinen in den vorangegangenen Experimenten 
gezeigt werden konnte. Stattdessen kam es zur Ausbildung einer Art Hybridpopulation, 
die sowohl M1- als auch M2-mRNAs exprimiert. In der Literatur lassen sich ähnliche 
Verweise finden, bei denen es zur Entstehung von Hybrid-Makrophagen gekommen ist 
(Mosser et al. 2008). Die genaue Funktion dieses "neuen" Subtyps ist derzeit noch 
ungeklärt. Hier sind weiterführende Untersuchungen notwendig, um zu klären, ob sich 
diese Zellen eher wie M1 oder wie M2 Makrophagen verhalten und inwiefern sie sich 
auch in der "natürlichen" Tumorumgebung finden lassen - und welche 
Wechselwirkungen dabei zwischen ihnen und dem Tumorstroma bestehen.  
 
Zu beachten ist jedoch (siehe oben), dass die Expression der Marker ein dynamischer 
Prozess auf einem Kontinuum von Polarisationstypen ist und sich die Level im 
Zeitverlauf deutlich unterscheiden können. Ob der gewählte Zeitraum der Co-
Kultivierung hier sinnvoll gewählt ist, lässt sich aus den erhobenen Daten nicht defintiv 
schließen. So könnte durch die Co-Kultur eine Polarisation angestoßen worden sein und 
innerhalb der relativ kurzen Kultivierungsdauer jedoch nicht vervollständigt worden 
sein, was demnach zur gleichzeitigen Expression von M1- als auch M2-typischen 
Markern geführt hat. Innerhalb der AG Buchholz sind deshalb Folgeexperimente 
geplant, in denen u.a. die Expression der Marker zu definierten Zeitpunkten der Co-
Kultur bestimmt werden soll, um die Eigenschaften der Hybrid-Polarisation , sowie die 
Stabilität der beobachteten Phänotypen weitergehend zu charakterisieren. 
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6 Zusammenfassung 
Die Erstdiagnose eines Pankreaskarzinoms geht zumeist mit einer infausten Prognose 
einher. Ursächlich hierfür ist das Fehlen von Frühsymptomen, was zu einem 
unbemerkten Wachstum mit früher Metastasierung führt. Jedoch fehlen selbst bei früher 
Diagnosestellung noch effektive Therapieverfahren, die gezielt zur Bekämpfung des 
Karzinoms eingesetzt werden können. Hier könnte die Entdeckung von Exosomen und 
micro-RNAs in naher Zukunft eine wichtige Rolle spielen.  In dieser Arbeit wurde der 
Fokus auf die Interaktion von Pankreaskarzinomzellen mit tumor-assoziierten 
Makrophagen gelegt. Es ist bekannt, dass es diverse Wechselwirkungen zwischen 
diesen Zellarten gibt, die sich auf die Invasivität, Metastasierung und somit auch auf die 
Prognose des Pankreaskarzinoms auswirken. Es wird vermutet, dass diese 
Wechselwirkung u.a. auf der Übertragung von Molekülen via Mikrovesikeln basiert, 
unter diesen auch die sog. Exosomen. Besonders interessierte uns dabei, ob es auch zur 
Übertragung von micro-RNAs von Karzinomzellen auf Makrophagen kommt und ob 
dies Auswirkungen auf deren Polarisation und somit Funktionalität hat.  
Zunächst wurde ein Protokoll entwickelt, mit welchem sich die schwierige Kultivierung 
und Polarisation von primären Monozyten und Makrophagen reproduzieren ließ. Mit 
den so gewonnenen Makrophagen wurde gezeigt, dass Subtypen von Makrophagen 
gewonnen werden können, die sich durch die Expression definierter Marker auf mRNA-
Ebene charakterisieren lassen. Durch Hinzugabe von konzentrierten Überständen von 
Pankreaskarzinomzellen auf Monozyten wurde eine Polarisation in Richtung des M2-
Subtyps ausgelöst. Mittels Färbung von Membranbestandteilen in Panc-1-Zellen und 
Co-Kultur mit Makrophagen konnte nachgewiesen werden, dass es zu einem Transfer 
von membranhaltigem Material von Pankreaskarzinomzellen auf Makrophagen kommt. 
Ebenfalls wurde gezeigt, dass die Polarisation in M1 und M2 kein fester Zustand ist, 
sondern durch äußere Einflüsse wieder geändert werden kann. So hielt eine Co-Kultur 
von Makrophagen mit Pankreaskarzinomzellen eine vorbestehende M2-Polarisation 
aufrecht und eine M1-Polarisation wurde wieder rückgängig gemacht. Zuletzt kam es 
zur Ausbildung einer Hybridpopulation mit Charakteristika beider Makrophagen-
Subtypen, wenn Pankreaskarzinomzellen mit zwei verschiedenen micro-RNAs 
transfiziert wurden und anschließend mit Makrophagen co-kultiviert wurden. 
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7 Abstract 
The diagnosis of pancreatic cancer has generally a poor prognosis, due to the lack of 
specific symptoms in the early stages of the disease, which leads to an unobserved 
growth and early metastasis. Even if the disease is discovered at an early stage, there is 
no specific therapy to treat the cancer effectively. The discovery of exosomes and 
micro-RNAs could contribute to improving the applied therapies in the future. 
This thesis focuses on the interaction of macrophages with pancreatic cancer cells. It is 
known that there are multiple reciprocal interactions between these cells, which have an 
impact on invasiveness, metastasis and prognosis. It is supposed that these interactions 
are, among others, based on the transition of molecules, which are incorporated in small 
vesicles, e.g. exosomes. The main topic of this thesis was the analysis of the possible 
transfer of micro-RNAs in exosomes from one cell type to another and its potential 
influence on the polarisation and functionality of macrophages. 
Accordingly, we developed and improved a protocol to culture primary monocytes and 
macrophages. With these cultured cells, we demonstrated that different subtypes of 
macrophages can be produced, which can be differentiated by analyzing the expression 
of specific markers on m-RNA-level. Furthermore, we showed that the polarisation of 
macrophages can be changed towards the M2-phenotype by adding concentrated 
supernatants to the cells, which were extracted from pancreatic cancer cells. Staining the 
cell membranes of Panc-1 cells revealed that a transfer of membrane-containing 
particles secreted from Panc-1 cells to macrophages is possible. We also showed that 
the polarisation of macrophages is not a constant state and that it can be changed in 
vitro. We found evidence that a pre-existing M2-polarisation can be kept by a co-culture 
with pancreatic cancer cells and pre-existing M1-polarisation can be reversed with this 
treatment. Finally, we transfected pancreatic cancer cells with two different types of 
micro-RNAs and demonstrated that a co-culture with these transfected cells and 
macrophages can modify the polarisation of the macrophages towards a kind of hybrid, 
which expresses both M1- and M2-specific markers. These cells cannot be classified in 
the "classic" polarisation system of macrophages and by now it is not known if they act 
more like M1 or more like M2 macrophages. Therefore, further studies are needed to 
reveal their functions 
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9.3 Abkürzungen 
 
°C    Grad Celsius 
µ    Mikro- 
Abb.    Abbildung 
bzw.    Beziehungsweise 
cDNA    complementary Desoxyribonukleinacid 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA    Desoxyribonucleinacid 
dNTP    Desoxyribonukleosidtriphophate 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
et al.    et alias 
FACS    Fluorescence Activated Cell Sorting 
FCS    Fetal Calf Serum 
for    Forward 
g    Gramm 
h    Stunde 
H2O    Wasser 
IL-    Interleukin 
IMIM PC1   Humane Pankreaskarzinomlinie 
k    Kilo 
Ktrl (Ctrl)   Kontrolle 
l    Liter 
m    Mili- 
M    Mol 
m    Meter 
mRNA   messenger Ribonucleinacid 
miRNA   micro-Ribonucleinacid 
MyD88   Myeloid differentiation primary response gene 88 
n-    Nano 
NF-kB    Nuclear factor kappa B 
p53    Protein 53 
Panc-1    Humane Pankreaskarzinomlinie 
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PanIN    Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie 
PBS    Phosphate-buffered saline 
PCR    Polymerase chain reaction 
PDAC    Pancreatic ductal adenocarinoma 
pH    Potentia Hydrogenii 
qRT-PCR   Real-time quantitative PCR 
rev    Reverse 
RNA    Ribonucleinacid 
RPLP0   Ribosomal protein, large, P0 
rpm    Rounds per minute 
s.    Siehe 
sek. (sec.)   Sekunde 
Tab.    Tabelle 
TGFa    Tumor growth factor alpha 
TNFß    Tumor necrosis factor beta 
V    Volt 
z.B.    Zum Beispiel 
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